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The conventionally prepared octacalcium phosphate and collagen composite (OCP/Col) has exhibited 
excellent bone regeneration and has recently been commercialized for treating bone defects. 
However, it has never been achieved sufficient appositional bone formation, because the implanted 
material was collapsed due to its poor mechanical properties or resorption by multinucleated giant 
cells (MNGCs) with time. At first, it was prepared OCP/Col disks treated with parathyroid hormone 
(PTH) and covered with a poly-lactic acid (PLA) cage, because it was postulated the alleviation of 
mechanical stress by PLA cage and the enhancement of bone regeneration by PTH. Then, it was 
investigated the possibility of appositional bone formation if the prepared disks were implanted into 
subperiosteal pockets of rodent calvaria. The PLA cage enabled to maintain the shape of the 
implants and inhibited the invasion of fibrous tissue into the implants. New bone was formed from 
the original bone and along the PLA cage, and the sufficient appositional bone formation was 
accomplished. However, the PLA cage implanted with OCP/Col was needed to be removed, because 
it remained for long periods of time. To resolve the problem, it was changed the pre-freezing 
conditions and the density of OCP/Col during preparation. Then, the altered OCP/Col was 
implanted into subperiosteal pockets of rodent calvaria, and investigated whether it independently 
enhanced appositional bone formation. The pre-freezing of OCP/Col by liquid nitrogen maintained 
the shape of implants for the inhibition of the resorption of OCP/Col and secured scaffold for bone 
formation. The shape of implants became stable and the appositional bone formation increased 
along with growing density of OCP/Col. These results suggest that the altered OCP/Col would 
independently enhance appositional bone formation.  
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OCP/Col は優れた骨再生能 と 生体吸収性を有 し ， 骨欠損を対象 と し て既に製品化 さ れてい る が ，
外力や多核巨細胞 (MNGCs) に よ る 吸収に よ る 試料変形のため ， 有効な垂直的骨造成は達成で き
ていない 。  
本研究では ， は じ めに ， 外力を緩和す る ためにポ リ 乳酸 (PLA) ケージで OCP/Col で被覆 し ， さ
ら に骨再生能を促進す る ために ， 副甲状腺ホルモ ン (PTH) を滴下 し た試料を準備 し た 。 そ し て 、
それ ら を ラ ッ ト 頭蓋冠上の骨膜下に埋入 し ， 垂直的骨造成が可能か ど う か を検討 し た 。 PLAケー
ジの被覆に よ っ て ， OCP/Col の形状は維持 さ れ る と と も に ， OCP/Col 内への線維組織の侵入を阻
害 し た 。 新生骨は既存骨表面あ る いはPLAケージに沿っ て形成 さ れ 、 結果的に有効な垂直的骨造
成を達成す る こ と がで き た 。 し か し ， OCP/Col にPLA を併用す る 場合 ， PLAが体内に長期間滞留
す る ため ， 摘出す る 必要が あ る 。  
そ こ で ， こ の課題を解決す る ため ， OCP/Col 作製時の予備凍結条件や試料密度を変更す る こ と
で ， OCP/Col 単独で垂直的骨造成が可能か ど う か を ， ラ ッ ト 頭蓋冠上の骨膜下に埋入 し 検討 し
た 。 予備凍結を液体窒素冷却で行 う こ と で ， MNGCs に よ る 吸収を抑制 し ， 骨形成に必要な足場
が確保で き ， 形状が保持 さ れた 。 そ し て ， OCP/Col 濃度を増加 さ せ る こ と に よ り ， さ ら に形状が
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1.1 再 生 医 療 と Scaffold （ 足 場 材 料 ） 
1.1.1 再生医療 と は 
20世紀に世界の医療は大き く 発展し たが ， 今日において も難病や障害 ， 臓器移植での ド
ナー不足に苦しむ患者は多い 。 これらに対応する根本治療の実現に向けた さ ら な る革新的
な医療技術の開発が必須であ り ， その実現は世界の大き な関心事 と なっている 。 こ のよ う
な状況の中で革新的医療技術であ る再生医療への期待は大き な も の と なっている 。 再生医
療 と は ， イモ リ のし っぽが再生する再生現象を ヒ ト で誘導し ， 病気や事故によ り 機能不全
に陥った組織や臓器の機能を再生し て ， 本来必要な組織機能を回復させ ， 患者の
QOL(quality of life) を維持する新世代の医療医術であ る 。 その基本コ ンセプ ト は ， 細胞の
増殖 ， 分化能力を高め ， 自然治癒力を介し て生体組織を再生修復させる こ と であ る (1, 2) 。
現在では ， Tissue Engineering （ 組織工学 ) ， 幹細胞工学 ， 遺伝子治療などの技術を用いて ，
組織 ・ 器官 ・ 臓器を再生する 「 再生医療 」 を含める場合が多い (3) 。 本章では ， 上記の中
で特に再生医療に関連する Tissue Engineering と それに関連する ， 細胞 ， シグナル分子及び
Scaffold （ 足場材料 ） について以下に述べる 。  
 
1.1.2 組織工学 (Tissue Engineering)  
1980年代後半 ， Harvard 大学の Vacanti は ， 皮膚のよ う に薄い組織ではな く ， 肝臓のよ
う に分厚い臓器を作る こ と を目指し て ， 三次元的な細胞の足場を作 り ， これを細胞に播種
し て培養し た後に移植に供する と い う 新しい手法を提案し た (4) 。 1993年には
Massachusetts Institute of Technology (MIT)のLanger と Harvard 大学の Vacanti らによ り ， 生
体吸収性のポ リ グ リ コール酸不織布から な る Scaffold （ 足場材料 ） に軟骨細胞を播種し て
ヌー ド マウ スの皮下に埋入する こ と で ， 異所的な軟骨の再生を誘導でき る こ と が示唆され ，
共著で Science 誌に 「 Tissue Engineering 」 と 題する総説を発表し ， Tissue Engineering の概
念が提唱された (5) 。 Tissue Engineering は ， 医学 ， 工学 ， 生物学の協力によ り ， 細胞 と そ
の足場 と な る生体吸収性材料 と を融合 ， 一体化させる こ と によ って ， 失われた組織 ・ 臓器
の再生 ， 修復を目指す学際的領域であ る 。 これによ って ， 生体機能を代替する製品の製作
が可能 と なった 。 米国において始ま った こ のよ う な Tissue Engineering 研究は全世界へ と 広
が り ， 次世代の再建外科におけ る新しい治療戦力 と な る こ と が期待されている 。 Tissue 
Engineeringにおいて ， 組織再生には①細胞 ，②シグナル分子 ， ③Scaffold の 3 要素が必要















細胞その も のを用いた組織再建や細胞から分泌される生理活性物質に着目し た治療を
「 細胞治療 」 と 呼び ， 幹細胞が主要な役割を担 う 。 幹細胞は 「 多分化能 （ 様々な機能を も
った細胞に分化する能力）」 と 「 自己複製能 （ 多分化能を維持し たま ま分裂をする能力）」 と
い う 2 つの特徴を合わせも った未分化な細胞で ， 幹細胞 と し ての能力を維持し ながら組織
や臓器を構成する細胞を生み出し ， 発生 ， 修復 ， 維持を行なっている細胞であ る 。 こ の幹
細胞は ， 大別する と 組織幹細胞 と 多能性幹細胞に区分される 。 組織幹細胞は ， 特定の組
織 ・ 臓器を構成する細胞にのみ分化する能力を持つ幹細胞であ り ， 多能性幹細胞は胎盤 と
羊膜以外の全ての細胞に分化でき る幹細胞であ る (6) 。 細胞治療の歴史は ， 血液細胞を用
いた治療から始ま り ， 1970年代には ， 難治性骨髄性疾患に対し ， 組織幹細胞であ る造血幹
細胞 (7) を患者に輸注する治療方法が確立し ， その後の骨髄バン クや体性幹細胞を用いた
再生医療につながっている 。 こ の他 ， 1990年代後半に Osiris Therapeutic 社の Pittinger らが
骨髄中の培養皿に付着する細胞に ， 骨芽細胞 ， 軟骨細胞 ， 脂肪細胞などの間葉系の細胞に
分化でき る幹細胞が存在する こ と を見出し ， こ の間葉系幹細胞 (mesenchymal stem cells: 
MSCs)が組織再生に応用でき る細胞 と し て注目を集める よ う になった (8) 。 また ， 2 次元
基材上に接着し た MSCs が基材の状態 （ 電荷 ・ 硬さ ・ 形状 ） によ り 増殖 ・ 分化が変わる特
徴があ り (2, 9) ， 現在は Scaffold に播種する など広 く 用いられている 。  
1990年代後半には ， 組織幹細胞に比べて ， 分化能力が高 く ， 様々な細胞に分化可能な多
能性幹細胞の研究が進み ， Wisconsin 大学の Thomson が胚性幹細胞 (ES 細胞 ： Embryonic 
stem cell) を樹立し た (10) 。 しかし ， ES 細胞は生き た受精卵を壊す必要があ る ため ， 倫理
面での問題が指摘されていた 。 そ こ で ， 2000年代後半に京都大学の山中伸弥教授が ヒ ト の
受精卵を用いない人工多能性幹細胞 (iPS 細胞 ： Induced pluripotent stem cell) を樹立し (11) ，
その治療に世界の注目が集ま った 。 表 1 に対象の治療や歴史を示す 。 現在は ES 細胞や
iPS 細胞を用いた研究が盛んに行われ ， 日本では iPS 細胞の分野で ， 世界に先駆けた臨床
研究の開始など研究面において世界を リ ー ド し ている 。 一方 ， 2013年に再生医療関連法案
も成立し ， 今後の産業化が期待される 。  
 















シグナル分子には ， 生化学的な細胞成長因子のほかに力学的な刺激や電気的 ， 電磁的な
刺激も あ るが ， こ こ では細胞成長因子 ( サイ ト カ イ ン ) について述べる 。 細胞成長因子は
細胞の増殖因子 と 分化因子を含んだ広い意味での生化学的刺激因子の こ と で ， タ ンパク質
の一群であ る 。 例えば ， 骨形成タ ンパク質 (BMP フ ァ ミ リ ー ， 種々の BMP の総称 ) ， 骨
芽細胞を介し て間接的に破骨細胞前駆細胞に作用し ， 分化 と 活性化を促進する副甲状腺ホ
ルモン (parathyroid hormone; PTH) ， 内皮細胞や軟骨細胞の増殖も促進する塩基性線維芽細
胞成長因子(bFGF) ， 上皮細胞の遊走や瘢痕形成阻止 と 関係する形質転換増殖因子(TGF-βフ
ァ ミ リ ー ）， 上皮細胞増殖因子 (EGF) ， 血小板由来増殖因子(PDGF フ ァ ミ リ ー ）， 肝細胞
増殖因子 (HGF) ， 血管内皮細胞増殖因子 (VEGF) などが再生医療 と 深い関係があ る (8, 12-
14) 。  
 
1.1.5 Scaffold （ 足場材料 ）  
Scaffold と は細胞の増殖を支持する ( 足場 と な る ) 基材の事であ る 。 基材を損傷部位に
留置し ておき ， その基材が細胞の密着や増殖の足場 と し て機能する こ と で組織の再建を助
けている 。 医療機器の概念に近い 。 Scaffold は Tissue Engineering の主要な三要素の中の一
つ と され ， 2001年には Biological Scaffold の名前で広 く 認知される こ と と なった 。 しかし ，
その定義は明確に存在し ない 。 Biological Scaffold は ， ①細胞外マ ト リ ッ ク ス (Extracellular 
matrix: ECM) 等の生体由来タ ンパク質から作製された生体由来(Bio-derived) Scaffold ， ②生
体が本来有する組織接着性や生理活性など を示す機能性を搭載し た生体模倣 (Bio-mimetic) 
Scaffold ， ③ ヒ ト や動物の組織から生体成分を除去し て ECM のみを残し た脱細胞
(Acellular) Scaffoldなど を指し示す言葉であ る (15) 。 生体は細胞 と その周辺環境から なって
いる 。 いかに能力のあ る細胞で も ， その周辺環境が整っていなければ本来の能力を発揮す
る こ と は極めて難しい 。 現在 ， Bio-derived Scaffold では増殖 と 分化能力の高い細胞の利用
が可能になって き ている 。 しかし ながら ， 細胞をただ体内に注入するだけでは ， 細胞は う
ま く 働かず ， 生体組織の再生修復が期待でき ない場合も多い 。 これは ， 細胞の生存 と その
生物機能発現には ， 細胞 と その周辺環境 と の相互作用が必要不可欠であ るから であ る 。 こ
の細胞周辺環境を作 り 与え る こ と が Tissue Engineering の重要な役割であ り ， 細胞の増殖 と
分化を促すための基幹 と な るのが生体材料 (Biomaterial) であ る 。 再生医療は細胞の治療あ
るいは研究への応用であ る と 考え る と ， 細胞だけでな く ， 細胞の能力を 大限発揮させる
ため ， 体内環境に近い周辺環境を与え る Biomaterial 技術が必要不可欠であ り ，
Biomimetic Scaffold はその中で重要な位置を占める 。  
















図2:細胞治療 と Scaffold 治療の歴史(7, 8, 10, 11, 16) 
 
1.1.6 Scaffold の材料 ( 生体材料 ） について  
生体材料を表 2 にま と めた 。 金属材料 と し ては ， チタ ンやステン レ ス鋼 ， Co-Cr 合金が
骨折固定などに使用され ， 人工関節では非吸収性合成高分子材料の超高分子量ポ リ エチレ
ンなどが使用されている 。 また ， Scaffold （ 足場材料 ） には ， 骨などの硬組織用 と 皮膚 ，
軟骨 ， あ るいは角膜などの軟組織用 と に大別でき る (1) 。 硬組織用 Scaffold には ， 主 と し
て無機材料のハイ ド ロ キシアパタ イ ト (hydroxyapatite : Ca10(PO4)6(OH)2 ; 以下 HAp) や β リ
ン酸三カルシ ウ ム (β-tricalcium phosphate : Ca3(PO4)2 ; 以下β-TCP)などがあ る （ 詳細について
は1.2.3で述べる ) 。 軟組織用 Scaffold には天然高分子材料 と 合成高分子材料があ るが ， そ
れらは全て分解吸収性の材料であ る 。 現在 ， 骨組織用 Scaffold において も ， 無機材料 と 高
分子材料 と 組み合わせて製作された製品が開発されている 。 生分解吸収性高分子は ， 生体
内で一定期間 ， あ る形状 と 機能を保った後 ， 酵素的あ るいは非酵素的に加水分解され吸収
される (17) 。 医用高分子材料の も重要な性質は ， 生体に対する安全性であ るが ， 生分解
吸収性高分子 Scaffold の材料においては分解前の材料そのも のの生体安全性はも ちろんで
あ り ， さ らに分解物の安全性も要求される 。  
生分解吸収性高分子材料には天然高分子 と 合成高分子があ る 。 現在の生分解吸収性材料
の代表的な高分子は ， 天然高分子ではコ ラーゲンであ り ， また ， 合成高分子ではポ リ 乳酸
であ るが ， 決し て満足な材料ではな く ， 改良されなければな ら ない問題点がい く つかあ る 。
コ ラーゲンの問題点 と し ては ， 主 と し て力学的強度が低すぎ る こ と ， また ， 分解制御が難
しい等 (1, 12) が挙げられる 。 一方 ， ポ リ 乳酸系は合成物であ る ため分子量や結晶性を任意
に変え られる こ と は特徴的であ るが強度低下速度 と 質量消滅速度が一致し ない こ と ， 生理




1.1.7 Scaffold の材料設計 
生体組織を再生させる ためには ， 細胞工学や細胞生物学 と 生分解吸収性の生体材料学を
用いた先に述べた Tissue Engineering の知識 と 技術を組み合わせる こ と が必要であ る 。 表 3
に再生医療のための材料設計に必要な条件を示す (18) 。 これらのい く つかの条件を満足さ
せる こ と で ， 目的に応じ た種々の細胞を播種 ， または生体内で細胞が付着し ， それらの細
胞が生体内分解吸収性マ ト リ ッ ク ス上で 3 次元的に増殖させる こ と によ り ， 種々の組織や
臓器が再生でき る 。 こ の細胞増殖の足場 と な る生分解吸収性高分子材料 と し ては ， 先に述
べた天然の も の と し て コ ラーゲンやキ ト サン等 ， また ， 合成の も の と し てポ リ 乳酸系がそ
れぞれ単独あ るいは複合体の形でよ く 用いられている 。 目的に応じ て分解吸収が比較的速
い用途には ， コ ラーゲンやキ ト サンが用いられ ， 一方 ， 分解吸収が比較的遅 く あ る程度の
力学的強度を必要 と する場合の用途にはポ リ 乳酸系の生体材料が適し ている 。 また ， こ の
場合のマ ト リ ッ ク スは目的に応じ てゲル状 ， スポンジ状 ， メ ッ シ ュ状 ， あ るいは線維状な
ど様々な形状に成型加工されて用いられている (1) 。  
 





1.2 骨 再 生 と 骨 補 填 材 （ 人 工 骨 ） 
1.2.1 骨再生治療 
様々な骨欠損や骨喪失に対する治療法の開発は歯科 ・ 口腔外科 ・ 整形外科 ・ 脳神経外科
など多 く の領域で重要な課題であ り ， 例えば ， 歯科 ・ 口腔外科領域では ， 顎骨腫瘍切除等
の骨欠損 ， 歯周病等の病的骨吸収 ， 委縮歯槽堤 と いった様々な骨欠損 ・ 喪失の修復が対象
と な る 。 通常 ， 抜歯窩などの小さ な欠損は自己修復機能で補われる部分が多 く ， 機能障害
が顕在化し ないため問題視される こ と は少ない 。 しかし ， 自己修復の望めない大き な欠損
に対し ては ， それら を放置する こ と で ， 食事が難しい （ 摂食障害 ）， 喋 り に く い （ 構音障
害 ）， 多彩な表情を作れない （ 審美的障害 ） が残る 。 これらの不具合は ， 直接生死に関わ
る問題ではないが ， QOL の低下に繋がる 。 従って ， 欠損部を材料で修復する治療法が行
われている 。  
骨修復において も Tissue Engineering の主要な三要素であ る 「 細胞 」， 細胞の分化 ・ 増殖
を制御する 「 シグナル分子 」， 及び前二者の機能を発揮させる 「 Scaffold （ 足場材料）」が
重要な役割を演じ ， これら三要素の協調によ って効率的な骨修復が行われる こ と が明らか
になって き た 。 細胞治療やシグナル分子によ る骨修復は有望な治療法 と 考え られるが ， 現
状では大き な骨欠損修復では細胞治療単独では局所定着に難があ る こ と ， 同様にシグナル
分子単独投与も ， それらの拡散によ り 期待する骨再生効果が得られていない こ と から ， 骨
原生細胞の定着や機能発揮 ， シグナル分子の保持 と 効果的な拡散が可能な細胞外基質の代




待でき ないため骨の移植 （ 骨移植 ） 手術が行われる 。 骨移植には ， 自身の骨を移植する方
法 （ 自家骨移植 ）， 他人の骨を移植する方法 （ 他家骨移植 ） などがあ る (19) 。  
自家骨移植は骨の再生が も期待でき るが ， 健常部を侵襲し て骨を採取し なければな ら
ず ， その量に も限 り があ り ， 患者及び術者双方に と って大き な負担を強いる 。 すなわち ，
採骨のために外科的侵襲の無用な部位に メ ス を加え る こ と ， 採骨量に制限があ り 広範な骨
欠損では対応不能な こ と ， 手技的に簡便ではな く 入院加療が付随する こ と も多い (20) 。 他
家骨移植は貯蔵し た骨を用いる ため ， 大量に使用でき る と い う 利点があ るが ， 製品の不均
一 ， 移植免疫反応さ らに感染の リ ス ク が高い と い う 問題があ る (19) 。  
 
1.2.3 骨補填材 （ 人工骨 ）  
人工骨 と は ， 人工的に合成 ， 作成された代替骨で ， 量の制限や感染症などの リ ス ク がな
い 。 人工骨の開発は18世紀頃から行われ ， 当初は金 ， 白金 と いった貴金属や鉄などの金属
が用いられ ， その後 ， ステン レ ス鋼や種々の合金が用いられていた 。 しかし ながら ステン
レ ス鋼等の金属材料には生体適合性がないため ， 骨欠損部の補填材料 と し て好ま し く な く ，
生体よ り 異物 と 認識され拒絶反応が起こ る等の問題があった 。 金属材料以外では ， 古 く か
ら石膏 （ 硫酸カルシ ウ ム ） が使用された こ と が知られているが ， 1970年代には硬組織修復
用バイオマテ リ アル と し てセ ラ ミ ッ ク スの研究開発が進んだ 。 1980年代ではHApや β-TCP
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など様々のバイオセ ラ ミ ッ ク スによ る人工骨が臨床応用された (21) 。 近年では ， 炭酸アパ
タ イ ト (22) や ， HAp と 生体分解性合成材料 と を組み合わせた製品が開発された(23)  
( 表4) 。  
 
1.2.3.1 ハイ ド ロ キシアパタ イ ト (HAp)  
骨などの生体組織 と の間で強い化学結合が起こ り ， 周辺の骨 と 結合する こ と が知られて
いる (24) 。 こ のアパタ イ ト の表面には生体内で骨に似たアパタ イ ト の層を形成するので ，
異物 と し ての拒絶反応は軽減し ， 逆に骨芽細胞が増殖し て周辺に新しい骨 （ 新生骨 ） が形
成される 。 こ の新生骨が元々の骨 と 人工材料であ る アパタ イ ト を結合する働き と し て一体
化する 。 こ のよ う に人工骨の周 り に生体由来の骨が形成され一体化されてい く 。 HApは化
学的に合成する こ と ができ るが ， これを焼き固めて成型する技術 （ 焼結 ） が日本国内で開
発され ， HAp人工骨の開発が加速された (16, 25) 。 1980年代には ， 世界に先駆けてHAp製
人工骨が国内で実用化された 。 も一般的な タ イプのHAp製人工骨は ， 組織の侵入性を高
める ため気孔体であ る 。 ネオボーン ® （ コバレ ン ト マテ リ アル ） は ， 気孔間の連通性に主
眼をおいて開発された人工骨であ り ， 75 % 前後の高気孔率 ， 高い気孔間連通性に加え ，
良好な術前加工性や術中創作性を同時に実現し ている (26, 27) 。 アパラ セ ラ ム -AX® 
(HOYA) は 85 % の超高気孔率 と 高い気孔間連通性 ， 数 ミ ク ロ ンからナ ノ メ ータサイ ズの
ミ ク ロ ポアを有する (28) 。 多孔体が強度を犠牲にし て組織の侵入性を向上させているのに
対し ， 強度を優先させて形成し た も のが緻密体であ る 。 しかし ながら ， 緻密体は圧縮強度
が十分な も のの靭性が低 く 脆いため加工ができず ， 特定の用途専用に設計され ， 汎用性の
無いも の も多い 。  
 
1.2.3.2 β‐ リ ン酸三カルシ ウ ム (β-TCP)  
β-TCP はHAp と は体液中での分解吸収性がそれぞれ異な り ， HApに比べて中性域での溶
解度が高い 。 HAp製人工骨は吸収速度が非常に緩徐で ， 実質的には非吸収性であ る 。 β-
TCPはHApに比べて溶解度が高 く 吸収されやす く ， さ らに生体骨 と 同様に破骨細胞によ っ
て溶解 ・ 吸収される と 考え られている(29)。 骨欠損部に移植する と 徐々に吸収されるが ，
72週後も残存する こ と があ る(29)。 しかし ， 移植後数年で骨に置換吸収される ため ， 市場
占有率も拡大傾向であ る 。 例えば ， β-TCP 製で同様に高い気孔間連通性 と ミ ク ロ ボアを有
する多孔性人工骨オス フ ェ リ オン ®（オリンパステルモバイオマテリアル ,1999 年）も気
孔内への速やかな組織侵入 と 骨形成が起こ るが(30)，初期強度は小さ く ， 海綿骨欠損部に
埋植し た場合 ， その後も強度は増大し ない 。 しかし ， 材料その も のの吸収はきわめて速 く ，
半年から １ 年でほぼ消失する 。 その後 ， 75 % の気孔率 と ， 高い気孔間連通性で圧縮強度
を高めた 「 スーパーポア ® 」 （HOYA，2010年）が上市されている 。 さ らに ， 配向連通気
孔構造を有する 「 アフ ィ ノ ス 」 （ク ラ レ ， 2015年）は ， 連通気孔が再生骨で満た され β-







1.2.3.3 炭酸アパタ イ ト (Ca10-a(PO4)6-b(CO3)c(OH)2-d) 
骨組織の主た る無機成分はHApではな く ， 炭酸アパタ イ ト であ る と 考え られる (32) 。 低
結晶性炭酸アパタ イ ト は基礎的実験でHApに比べて ， 有効な骨伝導性を示すこ と が示され
てお り (22) ， 近 ， 「 サイ ト ラ ン ス グ ラ ニ ュール 」 （ ジーシー ， 2018年）と し て ， 国内初
の歯科用イ ンプラ ン ト 埋入に伴 う 治療において適用が認められている 。 生体内に埋入する
と 早期の骨形成を促す と と も に ， 新生骨がイ ンプラ ン ト 体 と 直接結合する と 言われている 。
加えて ， それらは経時的に患者自身の骨へ効率的に置換される こ と が期待されている 。  
 
1.2.3.4 リ ン酸系カルシ ウ ム と 生体分解高分子材料 と の組合せ 
近年 ， 従来から顆粒状やブロ ッ ク状多孔体ではな し得なかった優れた操作性や加工性を
具備し た有機 ・ 無機複合材料が開発 ， 実用化されている 。 リ フ ィ ッ ト （HOYA，2014年）
はHAp と 骨組織の主た る有機成分であ る タ イプ I コ ラーゲンの複合材料で ， 骨組織 と 類似
し た多孔質HAp ・ コ ラーゲン複合体 (HAp/Col) であ る 。 それらはブタ皮膚由来のコ ラーゲ
ン と 水酸化カルシ ウ ムを反応させ ， 生体骨 と 同様のナ ノ 構造を有し ている 。 HAp と コ ラー
ゲンの重量比は 80 : 20 と 生体骨 と 同等(23)で ， 気孔率は 95 % と 高 く ， スポンジ状に形成
し た も のを用いる 。 従来の多孔質人工骨に比べ ， 機械的性質は極めて低いが ， 弾性 と 優れ
た操作性 ， 加工性を有し ， 動物実験では既存の人工骨よ り も高い骨伝導率 と ， 良好な吸収







1.2.4 骨伝導能 と 骨誘導能 
人工骨によ る骨再生には骨伝導能 と 骨誘導能の 2 つの能力が求められる 。 骨欠損部に人
工骨を移植する と ， 母床骨から組織が侵入し骨欠損部に骨組織が形成される 。 こ の現象を
骨伝導 と いい ， こ の現象を引き起こす能力を骨伝導能 （ 母床骨から移植片に侵入し た骨形
成細胞によ り 骨形成を誘導する能力 ） と い う 。 骨伝導能は人工骨の性能を表す指標の一つ
と なっている 。 骨伝導能以外に骨形成に関する能力を表す言葉 と し て骨誘導能があ る 。 骨
誘導能を持つ代表的な薬剤 と し て BMP があ る 。 BMP は骨組織から分離固定された増殖
因子で ， 筋肉内に も拘わらす骨組織が形成される 。 こ の骨以外の組織内に骨形成を引き起
こす現象を骨誘導 （ 未分化な細胞から骨形成を誘導する能力 ） と い う 。  
 
1.2.5 人工骨の課題 
近年の人工骨の性能向上には目覚ま しいも のがあ り ， 適用範囲は拡大されつつあ る 。 し
かし ながら ， 人工骨単独での使用方法 ， 使用部位は ， 自家骨の場合に比較し て制約される 。
骨折や腫瘍などで生じ た海綿骨の骨欠損で周囲の皮質骨が維持されている場合などは人工
骨の良い適用で ， 比較的大き な骨欠損まで人工骨のみで適応でき る と 考え られる 。 それに
対し ， 巨大な骨欠損の再建や脊椎の固定術 ， 人工関節を設置する手術で母床骨を増生 ( 造
成 ) する ために骨移植を行 う 場合などには ， 移植部位の周囲は骨以外の組織に囲まれる範
囲が大き く な る 。 そのため ， 移植部に骨組織が形成される よ り 早 く 軟部組織が侵入し て し
ま った り ， 移植し た人工骨が吸収されて無 く なって し ま った り と いった リ ス ク が高 く な る 。
それに対し て ， 自家骨は骨形成能を有する唯一の骨補填剤であ り ， 骨欠損に対する ゴール
ド ス タ ンダード と し て捉え られてお り ， それらに代わ り 得る骨補填剤は存在し ていない
(35) 。 しかし ながら ， 臨床現場での 「 自家骨採取術 」 についての侵襲性や倫理的側面の問
題などから も ， 自家骨に代わ り 得る人工骨の臨床応用が今日も切望されている 。 人工骨に
求められる特性は ， ①構造支持体 と し て十分な強度 ， ②手術中の形状調整が可能な加工
性 ・ 取扱やすさ ， ③骨組織 と の高い親和性 ， ④生体内での分解吸収性 ， ⑤骨形成を促進す
る活性が挙げられる (21) 。  
こ のよ う に ， 人工骨の開発には ， 難治性の骨欠損に対する新たな治療法 と し ての期待に
加え ， 自家骨移植の適用の一部を人工骨で代替する こ と によ り ， 自家骨採取に伴 う 不具合
の解消が期待される 。 それ と と も に日本においては超高齢化社会の到来 ， 欧米 ・ アジアを
含む諸外国の人工骨の使用頻度はまだ高 く ない こ と から ， 今後 ， 市場の拡大が予測される 。
近い将来 ， 日本から自家骨移植を しのぐ優れた技術 ， 製品が発出されて画期的治療法 と な




1.3 オ ク タ カ ル シ ウ ム フ ォ ス フ ェ ー ト・ コ ラ ー
ゲ ン 複 合 体 ( OCP (Octacalcium phosphate)/Collagen )  
1.3.1 オ ク タ カルシ ウ ム フ ォ ス フ ェー ト (OCP: Ca8H2(PO4)6 ・ 5H2O)  
脊椎動物の骨の無機成分の主体はHApを基本構造 と する骨アパタ イ ト は リ ン酸カルシ ウ
ムの一種であ る非晶質 リ ン酸カルシ ウ ム (ACP) やOCPを前駆体 (Precursor) と し て経由し形
成される と 考え られている (36) 。 そ し てOCPは ， 結晶学的に三斜晶系に属し ， アパタ イ ト
の構造を有する アパタ イ ト 層 と 水和層が交互に規則的に繰 り 返され ， HAp と 結晶学的に類
似の構造を有し ， 生理的環境下において加水分解反応によ り HApへ と 不可逆的に結晶構造
転換する (36, 37) 。 また ， OCPを骨髄間質細胞 と 培養する と カルシ ウ ム イオンの取 り 込み
と リ ン酸イオンの放出を伴って ， 骨分化マーカー (Type I collagen, alkaline phosphatase, 
osterix など ） の発現を増強し ， 骨形成系細胞への初期段階の分化を促進する (38) 。 OCPが
生体内でアパタ イ ト の前駆物質 と し て働 く と い う 点に着目し ， 人工合成のOCP顆粒も in 
vitro と 同様に生体内で骨アパタ イ ト に転換する事で骨再生を図る と い う 試みは当初げっ歯
類の骨膜下埋入モデルを用いて行われ (39, 40) ， OCPが骨芽細胞やその前駆細胞等に作用
する事で骨形成が促進される こ と が明らかになった (41) 。 一方 ， 諸外国では ， OCPを金属
イ ンプラ ン ト のコーテ ィ ング材 (42, 43) や凝集体 (44) と し て用いる研究が行われて き た 。
その後 ， OCPの骨再生能は定量性に優れ自然治癒の望めない大き な実験的骨欠損 （ 頭蓋冠
骨欠損モデル ） (45) を用いる こ と で ， 骨再生材料その も のの性能が明確かつ詳細に明らか
に されて き た 。 すなわちOCP顆粒を同骨欠損モデルに埋入する と 経時的に骨欠損部の骨形
成が促進されるが ， それらは骨欠損部辺縁 （ 周囲 ） からの骨形成に加え ， 欠損内に散在し
たOCPを核 と し た新生骨の形成を伴い (46) ， それ と 並行し てOCP自身が結晶学的に不可逆
的に骨アパタ イ ト に転換する (47) 。 その後 ， OCP周囲の新生骨は同心円状の増大を経て癒
合し骨欠損を修復し てい く (48) 。 し たがって ， 骨欠損部において ， OCPが積極的に骨再生
に関わ り ， 骨再生の核 と な る可能性が示唆された 。  
一方 ， 骨形成過程に並行し て生体内に埋入されたOCPは多核巨細胞によ る吸収も受け る 。
それらは透過型電子顕微鏡で破骨細胞の超微形態的特徴であ る明帯様構造や波状縁様構造
を有する こ と や ， それら と OCP と の界面は粗造であ る こ と から (49) ， 破骨細胞が骨組織を
吸収する よ う にOCPは生体内で吸収性を示す材料 と 考え られる 。 加えて ， OCPの骨再生能
が HA や β-TCP に比べて有意に促進され ， 吸収能力も有意に優れている こ と (50) やOCP と
シグナル分子の一つであ る骨形成成長因子 (BMP-2) と 複合化する こ と で ， よ り 一層骨再生
能が向上する こ と が明らかになった (36, 51) 。  
 
1.3.2 オ ク タ カルシ ウ ム フ ォ ス フ ェー ト ・ コ ラーゲン複合体   
(Octacalcium phosphate ・ Collagen composites (OCP/Col) ) 
合成OCPは優れた吸収性骨再生材料であ るが ， OCP単独での臨床応用を検討し た際の問
題点の一つは賦形成 ， 操作性に難があ る こ と であった 。 つま り ， OCPは結晶水を含む性質
上 ， 100 ℃ を越え る と 脱水が始ま り ， 200 ℃以上ではピ ロ リ ン酸カルシ ウ ムなど ， 他の相
への分解が進むため β-TCP やHApのよ う に焼結 ・ 成形する こ と が困難であ る (36) 。 そ こ で
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OCP と 他の生体材料 と の複合化によ ってそれらの欠点を補 う こ と が想起され ， OCP と コ ラ
ーゲンを複合化させた新たな骨再生材料 (OCP ・ コ ラーゲン複合体 : 以下  OCP/Col) が開
発された (52) 。  
OCP/Col は豚皮膚由来のコ ラーゲン濃縮液にOCP顆粒を添加 ・ 混練の後 ， 凍結乾燥し ，
減圧下で熱架橋 (150 ℃ ， 24時間 ） し ， 成型製作する こ と で ， 合成OCP単独での臨床応用
における問題点であ る賦形性 ・ 操作性を改善し た (52, 53) 。 デ ィ ス ク状の OCP/Col では気
孔率 92 % ， 弾性率約 0.4 MPa であ り ， スポンジ状 (54, 55) を呈する 。 作製過程におけ る
減圧加熱操作などで OCP/Col は一部脱水 ， 加水分解する も のの ， X 線回折学的には基本的
なOCPの構造を保持し ていた 。 また複合体作成過程のOCPの加水分解 ・ 再析出によ って ，
OCP由来のカルシ ウ ム と リ ン酸によ る石灰化がコ ラーゲン上に創出され (56) ， in vitroでは
OCP/Col はOCP単独に比べ細胞接着性や増殖性を促進し ていた (51) 。 さ らに ISO10993 に
準拠し て行った生物学的安全性試験 （ 細胞毒性試験 ， 復帰突然変異試験 ， 染色体異常試験 ，
皮膚感作試験 ， 急性全身毒性試験 ， 皮内反応試験 ） において問題を認めていない 。  
OCP/Col の非臨床試験 と し て ， ラ ッ ト 頭蓋冠骨欠損モデルを用いた骨再生能の研究での
組織像ではそれらに対応し て OCP/Col の網目に遊走し た細胞がそれら を足場 と し て定着し ，
骨芽細胞へ と 分化し骨基質を分泌する事で網目を埋め ， さ らに OCP/Col を吸収し ながら ，
骨 リ モデ リ ングを行ってお り ， OCP/Col スポンジの網目構造を核 と し た骨再生を認めた 。
そ し て埋入 8 週では欠損内の新生骨の割合はOCP単独あ るいはコ ラーゲン単独に比べて有
意に骨形成を促進し た (52) 。  
OCP/Col の骨再生能は様々な因子によ って影響を受け る 。 例えば OCP/Col 作製時に熱架
橋処理を行わない （ 未架橋 ） と 生体内でコ ラーゲンの早期分解によ って骨を形成すべき細
胞の足場が消失する 。 そのため OCP/Col 未架橋群の骨再生能はOCP単独 と 同様なOCPのみ
を核 と し た骨形成に頼る ため架橋群のそれを有意に下回る (56) 。 また ， 熱架橋処理温度も
同様に骨再生に影響を及ぼし ， 真空下 ， 150 ℃ ， 24時間処理の骨再生能が 120 ℃や180 ℃
に比べて優れていた (57) 。 さ らに OCP/Col の骨再生能が混和する OCP顆粒の大き さ によ っ
て影響を受け る可能性が示唆されている (57, 58) 。  
一方 ， 既に臨床応用されている骨補填材料であ る HA や β-TCP を基盤 と し たHAp ・ コ ラ
ーゲン複合体 (HAp/Col) あ るいは β-TCP ・ コ ラーゲン複合体(β-TCP/Col) と の骨再生能の比
較を試みた 。 埋入12週の組織学的所見では OCP/Col では欠損内に新生骨が観察される も の
の ， それらは OCP/Col に比べて少な く ， 加えて β-TCP やHApの明確な吸収傾向は認められ
ず ， 組織定量学的に OCP/Col の骨再生能は β-TCP/Col や HAp/Col を有意に上回っていた
(59) 。 加えて ， 埋入 4 週 と い う 初期の段階での骨形成前駆体の分化や血管形成の促進につ
いて β-TCP/Col よ り も優れていた (60) 。  
また ， OCP/Col に間葉系幹細胞 (Mesenchymal stem cells (MSCs)) を播種し た試料
(OCP/Col-MSCs) と OCP/Col 単独に試料を骨欠損に埋入し た場合の骨再生率の比較を試み
られた 。 新生骨率は ， 埋入 4, 8 週共に ， OCP/Col - MSCsの方が OCP/Col よ り も高かった 。
また ， 埋入 4 週に比べて埋入 8 週は OCP/Col-MSCs と OCP/Col の新生骨率の差が小さ く な
った (61) 。 こ の こ と から ， 試料埋入初期の段階で MSCs が新生骨形成に影響を与え るが ，
長期間経過する と OCP/Col 単独で も OCP/Col - MSCsに近い新生骨が形成される可能性があ
る 。  
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小動物を用いた骨再生能の検証後 ， 臨床症例に即し た大型動物 （ イ ヌ ） の様々な骨欠損
モデルを用いて OCP/Col の骨再生能を検証されて き た 。 ビーグル犬に対し自然治癒の困難
な骨欠損を作製し ， 同部に OCP/Col を埋入し ， 対照群はコ ラーゲンデ ィ ス ク を埋入し ， 術
後 ， 3 ， 6 ， 12ヶ月間観察する と ， 組織学的には OCP/Col 群は各期間で欠損部内の新生骨
の割合はコ ラーゲン群に比べて有意に多 く ， 十分な骨再生を達成し た (62) 。 さ らに β-TCP
顆粒 と 同様な比較を行い ， 術後 6 ヵ 月で OCP/Col 群の新生骨は β-TCP 群 と 比べて有意に多
い こ と ， OCP/Col 由来の新生骨は既存骨 と 同様の結晶構造を示すのに対し ， β-TCP 群では
それら固有の構造が残存し ， 既存骨 と は異な る こ と が示された (63) 。  
また ， ヒ ト の抜歯窩に OCP/Col を適用する こ と を念頭に成犬に抜歯窩を作製し ， 同部に
可及的に OCP/Col デ ィ ス ク を埋入 （ 対照群は抜歯後未処理 ） 後 ， 1 ， 3 ヶ月に標本摘出す
る と ， X 線所見では OCP/Col 埋入部の不透過性が経時的に亢進し ， 組織学的には OCP/Col
を核 と し て形成された新生骨が成熟骨に置換し た 。 模型形態分析では対照群に比べ ， 抜歯
後の歯槽形態が保たれ ， 抜歯窩での OCP/Col の優れた骨生成能や有用性が示唆された (64) 。
さ らに自家骨移植が一般的の唇顎蓋裂児の顎裂部の治療を想定し た顎裂モデルを用いて
OCP/Col の骨再生能を検討し ている 。 同モデルに作製し た骨欠損に OCP/Col を埋入し ， 術
後 4 ， 10 ヵ 月で検討する と ， 顎裂部は少量の埋入試料が封入される も のの ， 新生骨が顕著
に増生され顎裂部は周囲の既存骨 と 骨架橋がな され一体化し ていた 。 加えて ， OCP/Col 由
来骨は既存骨に類似し た外側の皮質骨構造 と 密な骨梁を伴った内側の海綿骨構造を示し て
いた 。 し たがって ， OCP/Col は旺盛な骨再生に加え ， 活発な骨改造を伴い ， 自家骨移植に
代わる有用な骨代替材料 と な り 得る こ と が示唆されている (65, 66) 。  
非臨床試験によ る OCP/Col の有用性データの蓄積を基に ， 抜歯窩 ， 嚢胞腔を対象 と し た
OCP/Col の安全性 ・ 有効性検証のために臨床研究が策定された 。 それらは東北大学歯学研
究科研究倫理専門委員会での承認後 ， 世界で初めて と な る OCP/Col の臨床研究 ［ WHO-
ICTPR (World Health Organization-International Clinical Trials Registry Platform) JPRN-
UMIN000004655 ］ が ， 東北大学病院口腔外科で行われた 。 対象患者は文書よ り 同意を得
た20歳以上65歳未満の健全な男女 ， 抜歯窩 ， 囊胞腔各 5 例 ， 計10例に OCP/Col を埋入 ・ 閉
鎖創 と し ， 術後 1 年経過時まで定期的に臨床所見 ， 血液 ・ 尿検査 ， X 線学的検査が行われ
ている 。 術後 1 年にわた る経過観察を経て ， 全ての患者は無事に試験を終了し た 。 術後経
過は安定し てお り ， 重大な副作用や重篤な検査値の異常は認められなかった 。 OCP/Col を
核 と し ている よ う な所見を得 (67) ， また ， 長径約40 mm の比較的大き な骨欠損で も修復を
認めている (68) 。 医師主導の臨床研究で安全性 ・ 有効性を確認し た後 (68) ， 企業主導治験
(WHO-ICTPR JPRN-UMIN 000018192) が行われた 。 治験終了後 ， 製造販売承認申請が行わ





1.4 骨 造 成 法  
抜歯後に骨吸収によ り ， 歯槽骨が吸収し (69) ， 歯槽骨の縮小は ， イ ンプラ ン ト の支持不
良や審美性の低下を招 く (70) 。 そのため ， 従来から歯槽骨造成が臨床において行われてい
た 。 スペース メ ーキング と し ての吸収性 ・ 非吸収性 メ ンブレ ンを利用し た GTR (guided 
tissue regeneration) ・ GBR (guided bone regeneration) ，  BMP などシグナル分子やハイ ド ロ キ
シアパタ イ ト hydroxyapatite (HAp) 及び リ ン酸三カルシ ウ ム tricalcium phosphate (TCP)など人
工骨の移植が臨床の現場で使用されている (71) 。  
 
1.4.1 GTR, GBR, 仮骨延長法によ る骨造成法 
1988年に歯周組織の再生法 と し てGTRが開発された (72)。GTRは ， 歯周病に罹患し た組
織を除去し た際のスペースへの線維性組織の侵入を防止する ために遮断膜(Membrane)を挿
入し ， 確保し たスペースに新生骨を再生させる骨再生法であ る 。 その後 ， GTRから発展し
た GBR が報告されている (73) 。 GBR は ， 抜歯時に炎症等で歯槽骨が痩せ細 り イ ンプラ
ン ト ができ ない場合に ， GTR と 同様にイ ンプラ ン ト 挿入を想定し て歯槽骨の周囲にスペー
ス を作 り ， その後に Membrane を挿入する こ と で線維性組織の侵入を防止し ， 確保し たス
ペースに骨補填材を入れて歯槽骨を増量させる骨造成法であ る 。 GBR によ る骨造成は臨
床的に有効であ るが ， 治療の成否が術者の手技に影響され ， 決し て簡便な方法ではない 。
1960年代に確立された仮骨延長法は ， 骨を切 り 離し ， 残存し た骨 と 切 り 離し た骨の間に新
生骨を作る骨造成法であ り ， 骨組織が本来持っている治療能力を骨増量に利用し た方法で
あ る (74) 。 現在では仮骨延長法を用いて ， 無歯顎堤を垂直方向あ るいは水平方向へ増大さ
せる こ と が可能 と なっている 。 それらはイ ンプラ ン ト 埋入予定部位への骨造成法 と し て有
効であ るが ， 特殊な機器を口腔内に装着する必要があ る ため ， 決し て簡便な方法ではな
い 。  
 
1.4.2 シグナル分子によ る骨造成法 
1997年には ， シグナル分子のBMP-2あ るいはBMP-7を用いた骨造成が報告された (75) 。
米国においてすでに整形外科及び歯科での適用が承認されている 。 しかし ながら ， 使用さ
れた薬物担体が BMP の放出を制御でき ないために多量の BMP を使用せざ る を得なかっ
た 。 そのためコ ス ト が高 く なって し ま ったためでな く ， 予定外の部位に過剰に骨を形成し ，
思わぬ合併症を引き起こ し て し ま う と いった問題が生じ た 。 さ らには ， 移植部周囲に炎症
を引き起こ し た り ， 移植部周囲の骨組織の吸収を促進し て し ま った り と いった合併症や ，
腫瘍形成を誘導する可能性など も指摘され ， BMP を取 り 巻 く 状況には厳しいも のがあ る
(76) 。 1998年には患者の血液から種々の増殖因子を豊富に含む血小板を濃縮し た多血小板
血漿(Platelet-rich plasma: PRP) を用いた骨造成が報告された (77) 。 PRP を骨造成に使用し た
場合 と 未使用で骨造成を行った場合を比較し て ， 骨造成効果に差が見られない と の報告が
あ る 。 PRP単独では骨造成のためのスペースの確保が困難なため ， 自家骨や リ ン酸カルシ





1.4.3 人工骨によ る骨造成法 
その他の方法 と し て ， 縮小部位に自家骨や人工骨など を埋入する骨造成処置が行われて
いる (78) 。 自家骨移植は ， 採骨のために外科的侵襲の無用な部位に メ ス を加え る こ と や採
骨部疼痛のよ う な採取に伴 う 合併症など患者に と って大き な負担を強いる (79) 。 そのため ，
人工骨を用いた骨造成が報告されている ( 図3, 表5) 。  
垂直的骨造成のモデルは ， 小動物を用いた場合 ， 基本的には試料を骨膜 と 既存骨 と の間
に埋入し ている 。 また ， 試料を固定する ために既存骨に孔や溝を形成する こ と や ， 金属や
プラ スチ ッ ク製の ド ームで上側面を覆 う モデルがあ る ( 図3, 表5) 。 試料は ， リ ン酸カルシ
ウ ム系材料のみ (80) ， 生体吸収性高分子 と リ ン酸カルシ ウ ム系材料 と の組合せ (81, 82), 自
家骨 と リ ン酸系カルシ ウ ム と の組合せ (83) ， シグナル分子 と リ ン酸カルシ ウ ム系材料 と の
組合せ (84) 及び ， 細胞 と リ ン酸カルシ ウ ム系材料 と の組合せ (85) が報告されている 。  
しかし ， これまで紹介し た人工骨はいずれの試験において も ， 新生骨に置換されない
（ 新生骨ができ ない ）， 形状維持ができ ない等で ， 有効な垂直的骨造成は確認でき ていな
い場合が多い （ あ る程度新生骨が形成し ている場合も ， 試料の形状が小さ く ， さ らに既存
骨に貫通孔を形成し ， 人工骨の上側面を他材料で被覆し ている ため ， 新生骨ができやすい






















図3:実験モデル ( 例 ) (81)  
(a) 上段 : 試料固定用の溝 と 貫通孔が形成された ラ ッ ト の頭蓋骨 
下団 ： 孔にセ ッ ト された実験用試料 (HAp/Col) と 比較用試料 (ACS)  
(ACS: Absorbable Collagen sponge)  
(b) 断面図  (ROI: Regions of interst, Parent bone: 既存骨 , Bone penetration: 貫通孔 )  
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1.4.4 OCP/Col を用いた垂直的骨造成 ( 図4) 
開発当初の OCP/Col 単独を用いて垂直的骨造成について検討が行われた 。 実験モデルは ，
OCP/Col を ラ ッ ト の頭蓋骨上で骨膜下に埋入し ている 。 本研究で も こ の実験モデルを用い
ている 。 こ のモデルは ， 臨床において多用されてお り ， OCP/Col を骨膜 と 既存骨の間に埋
入する こ と によ り ， 骨膜及び既存骨側からの骨再生が促進する可能性があ る こ と ， 既存骨
に孔等を作ら ないので低侵襲であ り ， 既存骨からの骨髄液の影響が少ないため ， OCP/Col
の骨再生能が も よ く 反映される 。  
試料は ， 高さ 3 mm と 1 mm (両試料 と も に直径 9 mm) の ２ つを用い比較し ている 。 高さ
3 mm の試料は ， 皮膚側からの静的な圧力が高 く な り ， 強い酒石酸抵抗性酸ホ ス フ ァ ター
ゼ (TRAP) 陽性 と な り 多核巨細胞の発生数が多 く ， 4 週 ， 12週 と 時間の経過 と と も に高さ
の低下 と 試料の吸収が進んだ 。 一方 ， 高さ 1 mm の試料は皮膚側からの静的な圧力が低 く ，
弱い TRAP 陽性反応であったために多核巨細胞の数が少な く ， 3 mm と 比べる時間が経過
し て も高さ の低下 と 試料の吸収が限定的であった 。 し たがって ， 開発当初の OCP/Col は ，
外力の影響によ る試料の変形 と ， 多核巨細胞によ る試料の吸収によ り ， 垂直的骨造成は実












図 4-1: 厚さ 3 mm の OCP/Col の組織図 (55)  
経時的に試料が吸収される 。 バー: 1 mm ， PB: 既存骨 ， B: 新生骨 ，  






















図4-2:定量解析 (55)  
(A) 概略図 ， (B) 新生骨率 （ 4, 8 及び12週 , Control:頭蓋冠 ），  













1.5 本 研 究 の 目 的  
再生医療に使用する OCP/Col は ， 口腔外科分野の骨欠損領域を対象 と し て開発され ， 既
存の人工骨に比べて骨再生能や賦形成 ， 操作性に優れてお り ， 骨欠損の分野において医療
機器 と し て現状の骨再生治療に大き な貢献を も た らす と 考え る 。 一方 ， 歯科領域において ，
抜歯後に骨吸収によ り 歯槽骨が縮小する ため GBR 法等の骨造成処置が行われているが ，
歯槽骨の局所的な欠損を修復する治療に留ま り ， 歯槽骨全体を造成する処置は行われてい
ない 。 そのため ， 歯槽骨に垂直に骨を造成 ( 垂直的骨造成 ) する ために自家骨や人工骨を
用いる こ と が検討されているが ， 自家骨移植は侵襲が高い等の問題があ り ， 人工骨は形状
保持や新生骨形成の点で臨床において使用でき る有望な も のは現時点では存在し ない 。 ま
た ， 開発当初の OCP/Col を単独で用いた場合 ， 骨膜側から外力によ る試料の変形や ， 負荷
が大きい場合には OCP/Col が破骨細胞類似の多核巨細胞によ り 吸収されたため ， 垂直的骨
造成は実現でき ていなかった (55) 。  
本研究では ， OCP/Col の周囲を Polytetrafluoroethylene (PTFE) で囲み ， 外力を緩和する こ
と で骨再生能が向上する こ と が報告されている (66) こ と を参考 と し て ， 生分解吸収性材料
であ るポ リ 乳酸 (PLA) ケージを OCP/Col に被覆し ， OCP/Col にシグナル分子であ る TPTD
（ 副甲状腺ホルモン (PTH) のア ミ ノ 配列を生物学的に活性する よ う に人工合成し たペプチ
ド ・ テ リ パラチ ド ） を滴下し た も のを試料 と し て ラ ッ ト 頭蓋冠上の骨膜下に埋入し ， 垂直
的骨造成が可能かど う かを検討し た 。 併せて ， 骨膜が骨造成に寄与する こ と が報告されて
いる (86) こ と から ， PLAケージの形状の違いから その関連性の有無について検討を加えた
( 第 2 章 ) 。  
一方 ， 第 2 章のよ う に OCP/Col と 人工材料を併用する場合 ， PTFE などの非吸収性材料
やポ リ 乳酸 (PLA) などの吸収性材料の中で骨への置換に長期間要する材料であ る と 摘出の
ための再手術が必要 と な り 患者への侵襲性が高 く な る と いった課題があ る 。 本研究では前
述の課題を考慮し ， 垂直的骨造成の実現のため OCP/Col 単独で形状保持 と 新生骨形成 と の
促進を図る こ と を目的 と し て試料の製造条件を変更し ， 形状維持や新生骨形成が促進され
るかについて検討し た ( 第 3 章 ) 。  
総括 と し て ， 第 2 章及び第 3 章についてま と め ， 加えて将来展望について検討し た （ 第










第2章  PLAで被覆 し たオ ク タ カルシ ウ ム  
フ ォ ス フ ェ ー ト ・ コ ラ ーゲ ン複合体





2.1 緒 言  
自家骨に代わる人工材料の一つであ る OCP/Col は骨欠損に関し て ， 他の人工骨(HAp/Col
や β-TCP/Col) よ り も骨再生能が優れてお り (59) ， さ らに ， 骨前駆細胞の分化 と 血管形成を
促進する こ と が報告されている (60) 。 既存の人工骨又は人工骨 と 細胞 ， シグナル分子の組
み合わせた試料について有効な垂直的骨造成は達成でき ていない 。 しかし ， 開発当初の
OCP/Col 単独を用いた報告において も ， 外力の影響によ る試料の変形 と ， 多核巨細胞によ
る試料の吸収によ り ， 垂直的骨造成は実現でき ていない (55) 。  
垂直的骨造成を達成する ためには ， 形状保持 と 新生骨形成を促進する こ と が必要であ る
が関連する事項について過去に報告されている 。 形状保持では ， Polytetrafluoroethylene 
(PTFE) リ ングで OCP/Col を被覆する と 有効であ る こ と が報告されている (66) 。 また ， 新生
骨形成の促進については ， OCP/Col にシグナル分子であ る TPTD （ 副甲状腺ホルモン
(PTH) のア ミ ノ 配列を生物学的に活性する よ う に人工合成し たペプチ ド ・ テ リ パラチ ド
( 後述））を滴下する こ と で OCP/Col 単独に比べて新生骨が増加する こ と (87) や ， 骨膜が新
生骨形成に及ぼす影響について も報告されている (41) 。  
 
2.1.1 PTFEの被覆によ るOCP/Colの形状保持 と 新生骨形成 ( 図5)  
過去の報告よ り OCP/Col 単独では高さ が 3 mm の場合には形状保持ができ なかった (55)
のに対し て ， Polytetrafluoroethylene (PTFE) リ ングによ り ， 高さ 1 mm と 3 mm の OCP/Col
デ ィ ス ク及びコ ラーゲン (Col) デ ィ ス ク の側面を被覆し た試料 と PTFE 単独の試料
(OCP/Col/PTFE ， Col/PTFE 及び PTFE) ラ ッ ト の頭蓋骨上の骨膜下に埋入し て ， 4 ， 8 及
び12週後の新生骨形成について検討を行なっている 。 4 ， 8 及び12週で ， 高さ 3 mm の
OCP/Col/PTFE の形状は ， 上面が変形し た試料はあった も のの ， その他の部分の形状は保
持され ， 新生骨率も Col/PTFE 及び PTFE よ り も高かった 。 こ の結果から ， OCP/Col の側
面を PTFE リ ングで被覆する こ と によ り ， 外力が緩和し ， OCP/Col の形状をあ る程度保持













図 5-1: 定量解析 (54)  















図 5-2: 厚さ 1 mm の組織写真 (54)  
埋入後 4, 8 及び12週 OCP/Col/PTFE, Col/PTFE 及び PTFE の全体像 ，  














図 5-3: 厚さ 3 mm の組織写真 (54)  
埋入後 4, 8 及び12週 OCP/Col/PTFE, Col/PTFE 及び PTFE の全体像 ，  










図 5-4: 4, 8 及び12週におけ る高さ 1 mm と 3 mm の OCP/Col/PTFE, Col/PTFE 及び
PTFE の新生骨率 (54)  
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2.1.2 TPTD滴下によ る OCP/Colの骨再生向上 
OCP と 骨形成タ ンパク質 (BMP-2) と 組み合わせが ， OCP単独よ り も骨再生を相乗的に増
強し た こ と が報告されている (51) 。 また ， ラ ッ ト 血清中に浸漬し たOCPには骨形成関連タ
ンパク質が吸着する こ と が明らかになってお り (88) ， これらの知見から ， OCP/Col におい
て も骨形成関連タ ンパク質を吸着する こ と が考え られる 。 また ， OCP/Col を骨欠損部に埋
入する際に ， それらに TPTD を滴下する こ と によ り ， 骨再生能が向上する こ と が報告され
ている (87) 。 TPTD の投与によ り 骨形成および骨の リ モデ リ ングを促進 (87) させる ため ，
TPTD 溶液が滴下された OCP/Col は ， OCP/Col 自体の骨再生特性に加えて ， TPTD の骨再
生能力を さ らに引き出し ， 優れた骨再生を促進させる と 考え られる 。 なお ， 過去の報告か
ら ， OCP/Col に 1.0 μg の TPTD を添加し た試料からの TPTD の徐放率について ， 1 日で約
40 % 徐放し , 28 日で46〜 49 % 徐放し ている ( 図6) 。 こ の結果から時間が経過し て も添














図 6: OCP/Col 又は β-TCP/Col からの TPTD の徐放率 と 期間 (90)  
OCP/Col 及び β-TCP/Col に TPTD を 1.0 μg 添加し た試料 (OCPcolTPTDf1.0 ， β-
TCP/Colf1.0) と OCP/Col 及び β-TCP/Col に TPTD を 0.1 μg 添加し た試料
(OCPcolTPTDf0.1 ， β-TCP/Colf0.1) の TPTD の徐放率 と 期間を計測し た 。
OCPcolTPTDf1.0 と β-TCP/Colf1.0は ， 試料埋入 1 日で TPTD は約 40 % 徐放し ， 28
日で 46 % 〜 49 % 徐放し た 。 一方 ， OCPcolTPTDf0.1 と β-TCP/Colf0.1は ， 試料埋




2.1.3 骨膜の新生骨形成への影響 ( 図7)  
過去の報告では骨膜が骨形成に寄与する こ と (86) や骨膜をシー ト 状に培養し ， これをそ
のま ま骨膜 と し て歯周病によ る歯槽骨欠損の再生に応用する試みがな されてお り ， ヒ ト へ
の臨床研究では良好な結果が報告されている (8) 。 しかし ， OCP と 骨膜の関係に関し て ，
異なった結果が報告されている (41) 。 OCP顆粒を ラ ッ ト の頭蓋骨上の骨膜下に埋入する際
に ， OCP と 既存骨のみが接し ている場合 (OCP と 骨膜 と はフ ィ ルターで遮断 ： 図7(a))は新
生骨が形成された 。 一方 ， OCP と 骨膜のみが接し ている場合 (OCP と 既存骨 と はフ ィ ルタ
ーで遮断 ： 図 7 (b)) には ， 新生骨が形成されなかった 。 従って ， OCPによ る骨再生に関し







図 7: ラ ッ ト の頭蓋骨上の骨膜下に埋入されたOCP顆粒 (41)  
(a) OCP と 骨膜 と の間にセルロース性のフ ィ ルターが挿入され ， OCP と 既存骨のみ
が接し ている 。  
(b) OCP と 既存骨 と の間にセルロース性のフ ィ ルターが挿入され ， OCP と 骨膜のみ
接し ている 。  
 
2.1.4 本章の目的 
OCP/Col の側面を PTFE で被覆する と 形状保持 と 新生骨形成ができ たが ， 試料によ って
は上面に変形が生じ ている こ と ， PTFE が生体非吸収性合成高分子材料であ る ため摘出す
る必要があ る と い う 2 つの問題点があ る 。 こ のため ， 本研究では ， 生体非吸収性の PTFE
の代替 と し て外力を緩和する ために生体親和性が高いポ リ 乳酸 (PLA) ケージを用いて
OCP/Col を被覆し た 。 PLAは縫合糸などで幅広 く 医療に用いられている 。 また ， TPTD は
骨粗鬆症の治療用 と し て医療に用いられてお り ， OCP/Col に滴下する と 骨再生能を向上さ
せる 。  
以上よ り 本研究では OCP/Col に新生骨形成促進のために TPTD を滴下し た も のに ， 外力
を緩和する ためにPLAケージで被覆し た試料を ， ラ ッ ト 頭蓋冠上の骨膜下に埋入し ， 垂直
的骨造成が可能かど う かを検討し た 。 併せて ， PLAケージの形状の違いから骨膜 と 新生骨




2.2 実 験 方 法  
2.2.1 オ ク タ カルシ ウ ム フ ォ ス フ ェー ト ・ コ ラーゲンの作製方法 
OCP/Col （ 多孔質複合体 ） の合成は直接沈殿法 (39) によ り 合成し た 。 合成方法は下記の
手順によ り 実施し た 。 OCP調整用の 1 液および 2 液を次の通 り 調整し た 。  
〔 1 液 〕 リ ン酸二水素ナ ト リ ウ ム二水和物 31.2 g を蒸留水 2500 g に溶解後 1 液を調整し
た 。  
〔 2 液 〕 酢酸カルシ ウ ム一水和物 35.2 g を蒸留水 2500 g に溶解し ， 2 液を調製し た 。  
次に ， 1 液をセパラブルフ ラ ス コに入れ ， マン ト ル ヒ ーターにて 70 ℃ に昇温し た 。 次
に攪拌機 (MAZELAZ, 東京理科器械社製 ） に攪拌翼 （ 羽径12 cm) を取 り 付け ， 250 rpm の
速度で攪拌し ながら ， 1 液に対し て 2 液を約 28 mL/min の速度で滴下し た 。 滴下終了後 ，
1 液 と 2 液の混合液を 70 ℃ ， 250 rpm で さ らに 2 時間撹拌し た 。 次に ， 上記混合液中に
生成し た沈殿物を メ ンブレ ン フ ィ ルター （ 孔径 3 μm, A300A293C, ア ド バンテ ッ ク東洋社
製 ） を用いてろ過し ， 回収し た 。 回収し た沈殿物を蒸留水 1500 mL に分散させ ， 15分間攪
拌し洗浄し た 。 同様のろ過 ， 洗浄の工程を さ らに 3 回繰 り 返し た 。 次に ， 洗浄後の沈殿物
を ， 恒温乾燥機を用いて 30 ℃ で24時間乾燥し た 。 乾燥後の沈殿物を電動 ミ ルにて粉砕し
た後 ， ふるいを用いて粒径を 300 〜 500 μm に分級し ， 粉体を得た 。 後に ， 得られた粉
体に対し て 120 ℃ で 2 時間の乾熱滅菌を行った 。 ブタ皮膚由来コ ラーゲン (NMP コ ラーゲ
ン PS ， 日本ハム社製 ） の約 0.5 重量％のコ ラーゲン溶液に水酸化ナ ト リ ウ ム水溶液を加
えた コ ラーゲン懸濁液にOCP （ 粒径 300 ～ 500 μm ） をOCP と コ ラーゲンが重量比で 77 : 
23 と な る よ う に OCP/Col 懸濁液を得た 。 次に ， 得られた OCP/Col 懸濁液中のコ ラーゲンが
3 重量% と な る よ う に OCP/Col 複合ゲルを得た後に脱泡及び凍結乾燥し て成形し た 。 次い
で ， これを減圧下 ， 150 ℃ で24時間加熱し熱脱水架橋を行った後 ， メ スで厚さ 1.5 mm に
カ ッ ト し ， 直径 9 mm × 厚さ 1.5 mm のデ ィ ス ク を作成し た ( 図8) 。 こ のデ ィ ス ク を動物












図 8: 作製した OCP/Col  
OCPとブタ皮膚由来コラーゲン (NMP コラーゲン PS ，日本ハム社製 ） から
OCP/Col を作製した。賦形成 ・ 操作性に優れる 。   
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2.2.2 ポ リ 乳酸 (PLA) ケージ 
3D プ リ ン ター(MakerBot replicator desktop 3D printer, MakerBot Industries, NY)によ り 作製
し た 。 PLAケージは次のよ う に形成される 。 ケージのデザイ ン フ ァ イルを ， 3D プ リ ン タ
ー専用ソ フ ト によ って ， 3D プ リ ン ターで使用でき るデータ フ ァ イルに変換し ， こ のフ ァ
イルを 3D プ リ ン ターに転送し ， PLA フ ィ ラ メ ン ト を溶かし ， ケージを成形する 。  
外観は外径10 mm ， 内径 8.5 mm ， 高さ 2.5 mm であ り ， OCP/Col デ ィ ス ク の上面及び
側面を被覆する 。 種類は ， 上面が ， 孔の形成の無いグループ(N-group: N群 ) ， 大きい孔
（ 直径 6 mm) が形成されたグルーブ(B-group: B群 ) 及び小さ い孔 （ 直径 1 mm) が 7 つ形成
されたグループ (S-group: S 群 ) の 3 種類 と し た （ 図9) 。 ケージに孔が形成されている と ，
皮膚側から細胞の侵入する こ と ， 骨膜 と OCP/Col と の接触する こ と が考え られる 。 これら
は 3 種類のケージによ り 異な り ， ケージの孔形成の有無や孔の形状 （ 大小 ， 数 ） と 新生骨













図9: N, B, S群のPLAケージ ： 外観は外径 10 mm, 内径 8.5 mm, 高さ 2.5 mm 。  
上面が ， 孔の形成の無いグループ (N - group) ， 大きい孔 （ 直径 6 mm) が形成され
たグルーブ (B - group) 及び小さ い孔 （ 直径 1 mm) が 7 つ形成されたグループ(S-
group) 。  
バー : 3 mm 




2.2.3 テ リ パラチ ド 酢酸塩 
骨修復の三要素 と し て ， 「 細胞 」， 「 シグナル分子 」， 「 足場 」 の 3 つが必要 と な る 。
OCP/Col 単独によ る骨再生能には限界があ り ， 例えば ， 悪性腫瘍等によ る下顎骨区域切除
などの難症例に対し て十分な有効性を示せる可能性は少ない と 考え られる ため ， 「 シグナ
ル分子 」 の複合化が重要 と 考えた 。 「 シグナル分子 」 については近年に盛んに研究や実用
化が されてお り 日本国内で既に医薬品 と し て承認され人体に使用実績があ り 有効性 と 安全
性が判明し ている物質も あ る 。 代表的な 「 シグナル分子 」 と し ては ， 骨形成タ ンパク質
(BMP) と 線維芽細胞成長因子 -2 (Fibroblast Growth Factor-2: FGF-2 （ 塩基性 FGF, BasicFGF)
があ る 。 BMP を強力な骨誘導能を有する増殖因子であ る反面 ， 併用する場合は移植部周
囲の骨組織の吸収を促進し て し ま う と いった合併症及び腫瘍形成を誘導する可能性も指摘
されている (76) 。 FGF-2 は ， 骨芽細胞や繊維芽細胞を含む多 く の細胞の分化 ， 増殖に作用
する生理活性タ ンパク質であ り ， ナ ノ グ ラ ムオーダーの極微量で も骨再生を促進する こ と
が動物実験によ り 確認されている (91) 。 近年では歯周組織再生剤 と し て 「 リ グ ロ ス 」 （ 科
研製薬株式会社 ） が医薬品 と し て承認されている 。  
一方 ， 本研究では古 く から実用化を目指し た様々な研究が行われ ， 現在は盛んに臨床応
用がな されている副甲状腺ホルモン (Parathyroid hormone : PTH) に着目し た 。 PTHは両生類
以上の脊椎動物に認められ ， 細胞外液中のカルシ ウ ム イオン (Ca2+) 濃度の恒常性を維持す
る う えで も っ と も重要なホルモンであ る 。 分子構造 と し ては ， 糖鎖を も たない84個のア ミ
ノ 酸から な るペプチ ド ホルモンであ るが ， 生物学的に活性を もつのは N 未端領域の1-34の
部位であ る 。 し たがって前記1-34のア ミ ノ 酸を配列させた人工合成ペプチ ド であ る テ リ パ
ラチ ド  (Teriparatide: TPTD)が研究される よ う になった (92) 。 TPTD は骨において独特の作
用 メ カニズムを有し ， それらの連続投与は骨量を低下させるが ， 断続的投与は骨梁骨量の
増加を生じ る (93, 94) 。 そ し て ， TPTD は間歇的皮下投与をする こ と で ， 骨粗鬆症の治療
のために米国FDAによ って承認された治療薬 と なっている (92) 。 そ こ で多 く の研究者が
TPTD の間歇的皮下投与 と 併用し て実験的に骨欠損を修復し よ う と 試みて き た(95-99) 。 具
体的には吸収性コ ラーゲン スポンジ (98) ， 脱灰骨基質 (96, 98) ， β-TCP (99) ， あ るいは
PLAなどの材料 と TPTD を組み合わせる こ と で骨再生を促進する こ と が試みられて き たが ，
骨再生のための TPTD の 適な投与期間 と 投与量はまだ確立されていない (100) 。 しかし ，
OCP/Col 埋入直後に TPTD 溶液を摘下し OCP/Col の持つ再生能 と TPTD の局所作用を併用
する こ と によ って骨再生能が増強させる こ と が確認されている (87) 。  
本研究では ， 凍結乾燥された TPTD （ テ リ ボン皮下注射用56.5 μg （ 旭化成フ ォーマ株式
会社 ） を50 μg/mLの濃度にな る よ う に生理食塩水で調整し た 。 生理食塩水で希釈し て
TPTD 溶液(1.0 μg/0.1mL)を得た 。 調整し た各 TPTD 溶液は使用直前まで冷凍庫 (-20 ℃) に




2.2.4 ラ ッ ト への移植方法 
ラ ッ ト への移植については ， 12週齢の Wistar 系雄性ラ ッ ト （ 日本SLC株式会社 ， 静岡県
浜松市 ） を用い ， 国内及び国際法の動物実験倫理指針を順守し ， 東北大学動物研究委員会
(2014-Biomedical Engineering Animal-001) の承認を受け実施し た 。 実験動物は ， 腹腔内 メ デ
ト ミ ジン塩酸塩 (Domitor ， 日本製薬工業 （ 株 ）， 郡山 ， 福島 ） (0.05 mg/kg) ， ミ ダゾ ラ ム
(Dormicum ： アステ ラ ス製薬株式会社 ， 東京 ， 日本 ） (0.12 mg/kg) およびブ ト ルフ ァ ノ ー
ル酒石酸塩(Vetorphale:明治製菓フ ァルマ株式会社 ， 東京 ， 日本 ） (0.15 mg/kg) を腹腔内に
投与し た 。 麻酔後 ， ラ ッ ト 頭蓋冠に皮膚切開 ・ 骨膜切開を加え頭蓋冠を明示し た 。 PLAケ
ージ内に OCP/Col を塡入し ， さ らに TPTD 溶液 1.0 μg を OCP/Col に滴下し た埋植試料を ，
PLAケージに被覆されていない OCP/Col デ ィ ス ク の下面が頭蓋冠の骨面 と 接触する よ う に
骨膜下に設置し た ( 図 10) 。 埋入後 ， 骨膜および皮膚縫合を行い ， 手術を終了し た 。 N 群
（ 孔無 ）， B 群 （ 大孔形成 ） 及び S 群 （ 小孔複数形成 ） 各々について 5 匹ずつを用い ， 観













図 10: 試料埋入図 
頭蓋骨の骨膜を剥離 (a) し た後 ， PLAケージ内に OCP/Col を塡入し ， さ らに TPTD
溶液 1.0 μg を OCP/Col に滴下し た埋植試料を ， PLAケージに被覆されていない
OCP/Col デ ィ ス ク の下面が頭蓋冠の骨面 と 接触する よ う に骨膜下に挿入し (b) ， 埋
入し た後骨膜で再び埋植する (c) 。 埋植後 ， 剥離し た骨膜を復位し縫合する 。  
バー ： 3 mm  





2.2.5 マイ ク ロ CT 撮影方法 
マイ ク ロ CT (Latheta LCT-200, 日立ア ロ カ メ デ ィ カル ， 東京 ， 日本 ） を用いて ， 試料埋
入後4, 12週時の放射線不透過性を調べた ( 図 11) 。 撮影中の実験動物によ る過度の動き を
制限する ため ， ペン ト バルビ タールナ ト リ ウ ム (50 mg/kg) を腹腔内注射し た 。 画像は ， ス
ラ イ ス厚 120 μm ， 画素 60 μm ， 管電圧50 kVp ， 管電流500 μAにて撮影し た 。 埋入後12週
時は ， 撮影後 ， 実験動物は過量のペン ト バルビ タールナ ト リ ウ ムを腹腔内注射し安楽死さ
せた 。 その後 ， 頭蓋冠および周囲組織を切除し 0.1M リ ン酸緩衝 ・ 4 ％パラ ホルムアルデ
















図 11: マイ ク ロCT (Latheta LCT-200,日立ア ロ カ メ デ ィ カル ， 東京 ， 日本 ）  
 
2.2.6 病理組織標本の作成及び組織形態計測 
4 ℃ で 0.01M リ ン酸緩衝 ・ 10 ％EDTA (pH7.4)液中で脱灰し た 。 その後 ， 脱灰された標
本をパラ フ ィ ン包埋し ， ミ ク ロ ト ームを用いて試料の中心部を前頭断にて約 6 μm 厚に薄
切し た 。 そ し て各パラ フ ィ ン標本につき 6 枚の切片をヘマ ト キシン ・ エオジン染色 (HE 染
色 ） し ， 光学顕微鏡 (Leica DM2500, Leica Microsystems Japan, Tokyo, Japan) を用いて観察し ，
試料埋入後の組織学的変化について観察し た 。  
 
2.2.7 組織定量学的解析 
HE 染色された切片を用いて埋入し た試料を 4 領域 (① 上側辺縁部 (UM) ， ②下側辺縁
部 (LM) ， ③上側中央部(UC) ， ④下側中央部 (LC)) に等分割し た ( 図 12a, 12b) 。 画像ソ フ
ト (ImageJ: National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)を用いて ， PLAケージで囲われた
部分及び新生骨を二値化 ( 図 12c, 12d) し , 全体及び各領域の面積を 100 ％ と し た場合の新

























図 12: 組織定量学的解析 
HE 染色された切片を用いて埋入し た試料を 4 領域 （ ①上側辺縁部 (UM) ， ②下側
辺縁部 (LM) ， ③上側中央部(UC) ， ④下側中央部 (LC) ) に等分割し た (a, b) 。 PLA
ケージで囲われた部分及び新生骨を二値化し , 全体及び各領域の面積 (c, d) を
100 ％ と し た場合の新生骨の占める割合 (n-Bone%) を算出し た 。  
(2.6 に詳細な算出方法を記載し た ( 図21〜図 28) 。 )  
(Yanagisawa T, et al, Clin Exp Dent Res 2020 よ り 引用） 
 
2.2.8 統計解析方法 
統計解析は ， 12週時の n-Bone% について 2013 for Excel (Microsoft Co, Redmond, WA, US)
を用いて行った 。 すべての値は平均 ± 標準偏差  (SD) と し て示し た 。 カ イ二乗検定よ り ，
各群が正規分布を有するかど う かを試験しBartlett検定を用いて検体間の分散の同等性を調
べた 。 一元配置分散分析 (ANOVA) または Kruskal-Wallis 検定を用いて群間の平均を比較
し た 。 有意差は P ＜0.05 を基準 と し た 。 有意差が平均値で検出された場合 ， Tukey-Kramer




2.3 結 果  
2.3.1 マイ ク ロ CT 測定 ( 図 13)  
図の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す。 























図13 ： 試料埋入後 4 ， 12週時のマ イ ク ロ CT 測定結果 
図の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す 。 全群について ， 埋入 4 週から12週
にかけて辺縁部及び既存骨側におけ る不透過像の面積が顕著に増大し ている 。 B 群
では ，試料埋入後12週では ， 中央部の不透過像の面積が辺縁部 と 比べて小さ く ， 他
群 と 比べて も小さ い 。 バー : 3 mm 
( 全試料の測定結果について 2.7 に掲載し た ( 図29〜図31 ）。）  






 図の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す 。  
(1) N 群では ， 新生骨は既存骨側から皮膚側及びPLAに沿って伸びていた ( 図14 ， 図 15 
UM) 。 新生骨は既存骨側及び辺縁部で多 く ， 新生骨は ， 能動的な骨再構築を伴 う モザ
イ ク状を示し た ( 図14 ， 図15 LM, LC) 。 UC において ， PLA近傍に新生骨が形成され
ていた ( 図14 ， 図15 UC) 。  
(2) B 群は ， 新生骨は既存骨側から皮膚側及びPLAに沿って伸びていた （ 図14 ， 図 16 
UM) 。 新生骨は既存骨側及び辺縁部で多 く 新生骨は ， 能動的な骨再構築を伴 う モザイ
ク状を示し た （ 図14 ， 図16 LM, LC) 。 UC において ， PLAに覆われていない部分は線
維組織で満た されてお り ， PLAに覆われていない部分の近傍で新生骨は形成されてい
なかった （ 図14 ， 図16 UC) 。  
(3) S 群は ， 新生骨は既存骨側から皮膚側及びPLAに沿って伸びていた （ 図14 ， 図 17 
UM) 。 新生骨は既存骨側及び辺縁部で多 く 能動的な骨再構築を伴 う モザイ ク状を示し
た （ 図14 ， 図17 LM, LC) 。 UC において ， PLAに覆われていない部分は線維組織で満
た されてお り ， 新生骨は形成されていなかった 。 PLA下側近傍において ， 新生骨が形






































図14 ： 各群の全体におけ る埋入後12週時の組織学的観察 
図の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す 。 新生骨は既存骨側から皮膚側及
びPLAに沿って伸びていた (N, B 及び S - Total) 。 バー : 3 mm,  
アス タ リ ス ク : OCP ， B: 新生骨 ， P: PLAケージ ， F: 線維組織 ，  :孔形成位置   
( 全試料の測定結果については 2.7 に掲載し た ( 図32〜図34 ）。）  



























図15 ： N 群の各領域におけ る埋入後12週時の組織学的観察 
上段には上側辺縁部 (UM) ， 上側中央部(UC)及び下段には下側辺縁部 (LM) ，
下側中央部(LC)を示す 。 図の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す 。 新生骨
は既存骨側から皮膚側及びPLAに沿って伸びていた (UM) 。 新生骨形成量は既存
骨側及び辺縁部で多 く , 新生骨は ， 能動的な骨再構築を伴 う モザイ ク状を示し た
(LM, LC) 。 N 群では ， 新生骨がPLAケージに接し て形成されていた (LM, UM) 。  
バー : 200 μm ， アス タ リ ス ク : OCP ，  B: 新生骨 ， P: PLAケージ 



































図16 ： B 群の全体及び各領域におけ る埋入後12週時の組織学的観察 
上段には B 群の上側辺縁部 (UM) ， 上側中央部(UC)及び下段には B の下側辺縁
部 (LM) ， 下側中央部(LC)を示す 。 図の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示
す 。 新生骨は既存骨側から皮膚側及びPLAに沿って伸びていた (UM) 。 新生骨形
成量は既存骨側及び辺縁部で多 く ， 新生骨は ， 能動的な骨再構築を伴 う モザイ ク
状を示し た(LM, LC) 。 PLAケージの孔 と 孔周辺が線維組織で満た されてお り ，
PLAケージの孔 と 骨膜の下に新生骨が形成されていなかった(UC) 。  
バー : 200 μm ， アス タ リ ス ク : OCP ， B: 新生骨 ， P: PLAケージ ， F: 線維組織 

































図17 ： S 群の各領域におけ る埋入後12週時の組織学的観察 
上段には上側辺縁部 (UM) ， 上側中央部(UC)及び下段には下側辺縁部 (LM) ， 下
側中央部(LC)を示す 。 図の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す 。 新生骨は
既存骨側から皮膚側及びPLAに沿って伸びていた (UM) 。 新生骨形成量は既存骨
側及び辺縁部で多 く ， 新生骨は ， 能動的な骨再構築を伴 う モザイ ク状を示し た
(LM, LC) 。 PLAケージの孔 と 孔周辺が線維組織で満た されてお り ， PLAケージの
孔 と 骨膜の下に新生骨が形成されていなかった(UC) 。 しかし ながら ， 新生骨は皮
膚側のPLAの近傍で所々形成されていた(UC) 。  
バー : 200 μm ， アス タ リ ス ク : OCP ， B: 新生骨 ， P: PLAケージ ， F: 線維組織 




2.3.3 組織学的形態計測によ る定量解析 
表 6 に ， N 群 ， B 群 ， S 群の全体及び各領域(LM, LC, UM, UC)での新生骨量の数値を表
及び概略図を示し た 。  
全体におけ る再生骨率は ， S 群 (52.0 ± 7.4 %) ， N 群 (50.3 ± 13.4 %) ， B 群 (41.0 ± 7.3 %)
の順で高いが ， 優位差は認められなかった （ 表 6 ， 図 18) 。 各群での再生骨率はいずれも
LM ， LC ， UM ， UC の順で高い （ 表 6 ， 図19 ）。  
N 群の有意差は ， LM (72.5 ± 14.2 %) と UC (23.0 ± 15.2 %) ， LC (60.5 ± 13.2 %) と UC (23.0 
± 15.2 %)で認められた ( 表6, 図 19) 。  
B 群の有意差は ， LM (64.6 ± 13.4 %) と UC (13.4 ± 7.5 %) 及び UM (34.0 ± 10.7 %) ，
LC(55.4 ± 8.5 %) と UC (13.4 ± 7.5 %) 及び UM (34.0 ± 10.7 %) ， UM (34.0 ± 10.7 %) と UC 
(13.4 ± 7.5 %) であった ( 表6, 図 19) 。  
S 群の有意差は ， LM (75.3 ± 10.4 %) と UC (27.6 ± 11.6 %)及び UM (42.7 ± 13.0 %) ， LC 
(61.2 ± 9.1 %) と UC (27.6 ± 11.6 %)で認められた(P＜ 0.05) ( 表6, 図 19) 。  
 
 




































n-Bone%は S ，N，B群の順で値が高いが，これらの間に有意差はなかった。 




図19 ： N ， B 及び S 群の各領域においての新生骨の定量解析 
N ， B 及び S 群において ， 再生骨率は下側辺縁部 (LM) ， 下側中央部(LC) ， 上側辺
縁部 (UM) ， 上側中央部(UC)の順で高い 。  
N 群におけ る有意差は ， 下側辺縁部 (LM) と 上側中央部(UC) ， 下側中央部(LC) と 上
側中央部(UC)で認められる  (＊ ： P ＜ 0.05) 。  
B 群におけ る有意差は ， 下側辺縁部 (LM) と 上側中央部(UC)及び上側辺縁部 (UM) ，
下側中央部(LC) と 上側中央部(UC)及び上側辺縁部 (UM) ， 上側辺縁部 (UM) と 上側
中央部(UC)であった  (＊ ：  P ＜ 0.05) 。  
S 群におけ る有意差は ， 下側辺縁部 (LM) と 上側中央部(UC)及び上側辺縁部 (UM) ，
下側中央部(LC) と 上側中央部(UC)で認められた  (＊ ： P ＜ 0.05) 。  




2.4 考 察  
今回の研究では ， TPTD を添加し た OCP/Col を PLAケージで被覆し た試料を ラ ッ ト の骨
膜下の頭蓋骨冠上に埋入し た結果 ， 12週時では ， 既存骨の約 2 倍の厚さ の新生骨が形成さ
れ ， 垂直的骨造成が達成された 。 こ の結果は ， 以前の垂直的骨造成に関し て報告された結
果 (54, 55) と 比較し て優位に上回っている 。 また ， 頭蓋骨に形成された骨欠損において
TPTD を添加し た OCP/Col は TPTD を添加し ていない OCP/Col に比べて骨再生を促進させ
る こ と が報告されている (87)。さらに， TPTD は骨芽細胞と破骨細胞による新生骨のリモ
デリングを促進させる効果が期待できる (101) 。そのため， TPTD を OCP/Col に添加する
ことにより垂直的骨造成が促進したと考えられる。加えてPLAケージは， OCP/Col の形状
を維持し，線維組織の OCP/Col への侵入を阻害する。 OCP/Col の上面すべてをPLAケージ
で被覆した場合，新生骨は所々で中央部も含めてPLAケージの上面と接して形成された。





マイ ク ロ CT 画像よ り ， N 群 ， B 群及び S 群 と も に ， 4 週から12週にかけて ， 既存骨側
及び辺縁部において放射線不透過像が時間経過 と と も に亢進し ている 。 12週において ， 皮
膚側中央の B 群 と N ， S 群の画像を比較する と ， B 群は透過像の面積が大き く ， N ， S 群
は局所的に透過像が存在する 。 B 群の皮膚側中央の透過像の面積が大きいのは ， PLAケー
ジ中央に孔が形成されている ため と 考え られる 。 S 群も B 群 と 同様にPLAケージに孔が形
成されているが ， 透過像が B 群 と 比べて少な く ， B 群 と 比べて孔の径が小さ かったため ，
影響が限定的であった と 考え られる 。 なお ， 不透過像に関し ては ， OCP/Col が埋入された
位置に形成された新生骨 と ， 細胞が関与し ないで OCP/Col から転換し たアパタ イ ト であ る
こ と が知られている (87) 。 し たがって ， 不透過像はすべて新生骨であ る と は言えないため ，
新生骨を求める ため ， 組織観察を行った 。  
組織観察よ り ， N 群 ， B 群及び S 群 と も に既存骨側から皮膚側に向かって新生骨が形成
されている 。 特に既存骨の近 く やPLAケージ周縁において新生骨が多い 。 既存骨側から皮
膚側に向かって形成されている新生骨の大部分は ， 既存骨から連続し て形成されている新
生骨であ るが ， 所々では ， 連続し て形成されている新生骨から離れた箇所で新生骨が部分
的に形成されている 。 また ， B 群及び S 群では ， PLAケージの孔が線維組織で満た され ，
新生骨は確認されなかった 。 また ， 骨膜周辺において も新生骨は確認されなかった 。 既存
骨側の新生骨形成に関連し て ， OCPは既存骨の骨芽細胞や bone lining cells や骨形成前駆体
に作用し ， 新生骨形成に関与する こ と が述べられている (102) 。 こ の こ と から ， 既存骨の
骨形成細胞が OCP/Col と 相互作用する こ と によ り ， 新生骨形成が促進される と 考え られる 。
次に ， PLAケージ内周縁の新生骨形成量が多い こ と に関連し て ， OCP/Col の周囲に PTFE
を設置する こ と で メ カニカルス ト レ ス を緩和し た結果 ， PTFE 周縁に新生骨が形成された
こ と が報告されている (54) 。 また ， PLA周辺では新生骨が形成される こ と が報告されてい
る (90) 。 また ， 試料埋入後の初期の段階において骨形成前駆体の分化や血管形成の促進さ
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れる こ と から (60) ( 図 20) ， 今回の場合は ， 血液等を介し て OCP/Col に侵入し た骨前駆体
から分化し た骨形成細胞によ り PLAケージ周縁において新生骨形成が促進し た と 考え られ
る 。 他方 ， PLAケージの孔およびその近傍が線維組織で満た されたため ， 新生骨の形成が
認められなかった こ と から ， 骨膜が積極的に骨形成に関与し ない と 考え られる 。  
N 群 ， B 群及び S 群の全体におけ る n-Bone% について ， 有意な差は認められなかった 。
こ の こ と は ， 骨形成量に関し て ， OCP/Col に TPTD を添加する こ と と OCP/Col を PLAで被
覆する こ と が ， PLAの形状 (PLA の上面にい く つかの種類の孔を形成する こ と ） に比べて
効果があった こ と を示し ている 。 一方で ， N 群 ， B 群及び S 群の各領域におけ る n-Boneに
ついて ， 全群 と も に LM (64.6〜 75.3 %) ， LC (55.4 〜 61.2 %) ， UM (34.0〜 44.9 %) ，
UC (13.4 〜 27.6 %) の順で高かった ( 表6) 。 UC におけ る n-Bone％は ， N 群は23.0 % ， B
群は13.4 % ， S 群は27.6 %であ り ， B 群は他群に比べて低い 。 こ の理由は ， B 群におけ る
UC は ， PLAケージに覆われていな く ， 直接に骨膜に接し ている状態で多 く の線維組織が
孔から侵入する と 新生骨の形成が阻害される と い う 報告があ る (54) 。 一方 ， S 群の孔は B
群に比べて小さ いため ， 新生骨形成への影響は限定的であった と 考え られる 。 以前の研究
から骨膜は新生骨の形成に影響する と い う 報告があ るが (86) ， PLAケージに形成された孔
周辺には新生骨が形成されていなかった 。 こ の こ と は ， 今回の研究に限定する と ， 骨膜は
新生骨形成に影響を及ぼさ なかった と 考え られる 。 UM における n-Bone% は ， N 群は
44.9 % ， B 群は34.0 % ， S 群は42.7 %であ り ， B 群は他群に比べて値が低 く ， UC は UM
に比べて有意に低い 。 こ の こ と は ， B 群におけ る UM は ， PLAケージが皮膚側を部分的に
覆っている ため と 考え られる 。 組織観察を参考にする と ，線維組織の侵入量が多い と 新生
骨形成量が低下するが ，線維組織の侵入量が少ない と ， 新生骨の形成に影響が少ない と 考
え られる 。 LC におけ る n-Bone% は ， N 群は60.5 % ， B 群は55.4 % ， S 群は61.2 %であ り ，
全ての群について ， 皮膚側の UC ， UM に比べて値が高 く ， 既存骨側が新生骨形成に影響
し ている と 考え られる 。 LM における n-Bone% は ， N 群は72.5 % ， B 群は64.6 % ， S 群は
75.3 %であ り ， 全ての群について ， UC ， UM ， LC に比べて値が高 く ， 既存骨側であ る
こ と 及びPLAケージ と 接する こ と が新生骨形成に影響し ている と 考え られる 。 し たがって ，
既存骨及び血液中の骨形成細胞が OCP/Col に侵入し ， PLAケージを伝 う こ と で新生骨の形








図 20: OCP/Col と β-TCP/Col の骨分化マーカー (OPN, OCN, Runx2) と 血管形成増殖因子
(VEGF) の数 ( 埋入 2 週 ， 4 週 ) ， (60) を参考にグ ラ フ を作成  ＊ ： P ＜ 0.05, ＊
＊ ： P ＜0.01  
OPN: osteopontin, OCN: osteocalcin ， Runx2: runt-related transcription factor ，  
VEGF: vascular edothelal grough factor 
2W  4W  
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2.5 結 論  
本研究では ， OCP/Col に TPTD を添加し て新生骨形成を促し ， PLAによ る被覆によ り ，
OCP/Col の形状を維持する と 共に線維組織の OCP/Col への侵入を抑制し た こ と によ り 垂直
的骨造成を促進でき た 。  
新生骨形成の主な要因は ， 既存骨の骨形成細胞が OCP/Col と 相互作用する こ と によ り ，
新生骨形成が促進し た と 考え られる 。 その他の要因 と し て ， PLAケージ周縁において新生
骨ができ る こ と から (103) ， 血液等を介し て OCP/Col に侵入し た骨前駆体が骨形成細胞に
分化し てPLAケージ周縁において ， OCP/Col を核 と し て新生骨形成が促進し た と 考え られ
る 。 他方 ， 新生骨形成を抑制し た要因は ， 過去の報告 (54) と 同様に ， PLAケージの孔から
侵入し た線維組織の量が影響し た と 考え られる 。 例えば ， PLAケージの孔が大きい場合は
皮膚側から侵入する線維組織の影響を受けて新生骨の形成が低下するが ， 孔が限定的であ
る と ， 新生骨の形成が少ないためであ る 。 また ， 骨膜に関し て ， 新生骨形成に関与するの
と 報告があ るが (86) ， 孔近傍において新生骨が形成されていない こ と から ， 本研究では新




2.6 新 生 骨 率 算 出 方 法 （ 詳 細 ） 
 
組織定量学的解析手順 
具体的な手順を以下に示す 。  
(1) 各パラ フ ィ ン標本の中心部から薄切 り された複数枚の切片を選択し た 。  
(2) 同切片を光学顕微鏡 (Leica DM2500, Leica Microsystems Japan, Tokyo, Japan) を用いて ，
切片上の欠損全域が 1 枚の写真に含まれる よ う 低倍率(×1.25)で撮影し た 。  
(3) デジ タル画像を Photoshop (Adobe System Incorporated, USA) に取 り 込み ， 試料以外の部
分を消去する 。  
(4) (3) のデジ タル画像をpaint (Microsoft Co, Redmond, WA, USA)に取 り 込み ， 座標軸を用い
て ， 水平方向を 4 等分し ， その後鉛直方向を 2 等分し ， 試料を計 8 分割し た （ 詳細は
以下①～④ ）。  
①試料の水平方向が 4 等分 と な る よ う に骨膜側 と 既存骨側を結ぶ垂直線を引 く 。  
②鉛直方向において ， 垂直線 と 試料の骨膜側及び既存骨側の交点の中心位置をプロ ッ
ト する 。  
③プロ ッ ト し た点を直線で結ぶ 。  








図21 ： 8 等分された試料 
 
(5) 8分割されている OCP/Col 及び新生骨の面積を ， 下記の 4 領域に分け る （ 図22 ）。  
① と ④を骨膜側辺縁部 (UM) と し た 。  
⑤ と ⑧を既存骨側辺縁部 (LM) と し た 。  
② と ③を合わせた面積全体を骨膜側中央部(UC) と し た 。  




















①  ②  ③  
④  










図23 ： 新生骨が明瞭化された試料 
 
(7) 新生骨以外の部分を消去する 。  
(8) 画像解析ソ フ ト (ImageJ: National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)を用いて二値化
（ 白 と 黒 ） を行 う （ 詳細は以下①〜④ ) （ 図24〜 28) 。  
①ImageJにデジ タル画像 （ 全体 ， 各領域 (UM, LM, UC, LC)) を取 り 込む 。  
② Image のTypeから 8 bit を選択する 。  
③ Image の Adjust から Threshold を選択する 。  




全 体 (Total) 
埋入試料 （ カ ラー ）                       埋入試料 （ 白 ）  
 
埋入試料 （ 新生骨 ）                        新生骨 （ 白 ）  
図24 ： 二値化処理 (Total)  
 
骨膜側辺縁部 (Upper Marginal: UM)  
埋入試料 （ カ ラー ）                         埋入試料 （ 白 ）  
 
新生骨 （ 赤 ）                              新生骨 （ 白 ）  
図25 ： 二値化処理 (UM)  
 
骨膜側中央部 (Upper Central: UC)  
埋入試料 （ カ ラー ）                           埋入試料 （ 白 ）  
 
埋入試料 （ 新生骨 ）                           埋入試料 （ 白 ）  
図26 ： 二値化処理(UC) 
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既存骨側辺縁部(Lower Marginal: LM) 
埋入試料 （ カ ラー ）                         埋入試料 （ 白 ）  
 
新生骨 （ 赤 ）                           新生骨 （ 白 ）  
図27 ： 二値化処理 (LM)  
 
骨膜側中央部 (Lower Central: LC)  
埋入試料 （ カ ラー ）                       埋入試料 （ 白 ）  
 
 
新生骨 （ 赤 ）                           新生骨 （ 白 ）  
図28 ： 二値化処理(LC) 
 
 (9) 二値化 （ 白 と 黒 ） を し た OCP/Col 全体及び新生骨全体 ， 各領域(UM, LM, UC, LC)及び
各領域の新生骨の面積を求める 。 （ 詳細は①〜④ ）  
① Analyze のSet Measurementから Area fraction を選択する 。  
② Analyze の Measure によ り 埋入試料 と 新生骨それぞれのデジ タル画像の Area 
fraction を算出する 。  
③ File の Save Results から Excel （ マイ ク ロ ソ フ ト 社 ） フ ァ イルを選択し て保存する 。
































図29 ： N 群の埋入後 4 ， 12週時のマ イ ク ロ CT 測定結果 
図の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す 。 左列は 4 週時 ， 右列は12週時
の測定結果を示す 。 4 週では不透過像の面積の割合が透過像に比べて多い 。 辺
縁部及び既存骨側におけ る不透過像の面積が大きい 。 埋入 4 週から経時的に不
透過像の面積が増大し ている 。 12週では ， 既存骨側 と 左右縁側の不透過像の面
積が顕著に増大し ている 。 中央部の不透過像の面積が辺縁部に比べて小さ い 。


































図30 ： B 群の埋入後 4 ， 12週時のマ イ ク ロ CT 測定結果 
図の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す 。 左列は埋入後 4 週時 ， 右列は
埋入後12週時の測定結果を示す 。 埋入後 4 週では ， 透過像の面積が不透過像の
面積に比べて多い 。 辺縁部におけ る不透過像の面積が大きい 。 埋入 4 週から経
時的に不透過像の面積が増大し ている 。 しかし ， その割合は ， 他群 と 比べて小
さ い 。 埋入後12週では ， 中央部の不透過像の面積が辺縁部 と 比べて小さ く ， 他
群 と 比べて も小さ い 。  

































図31 ： S 群の埋入後 4 ， 12週時のマ イ ク ロ CT 測定結果 
図の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す 。 左列は埋入後 4 週時 ， 右列は
埋入後12週時の測定結果を示す 。 図の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示
す 。 左列は 4 週時 ， 右列は12週時の測定結果を示す 。 埋入後 4 週では不透過像
の面積の割合が透過像に比べて多い 。 辺縁部及び既存骨側におけ る不透過像の
面積が大きい 。 埋入 4 週から経時的に不透過像の面積が増大し ている 。 埋入後
12週では ， 既存骨側 と 左右縁側の不透過像の面積が顕著に増大し ている 。 中央
部の不透過像の面積が辺縁部に比べて小さ い 。  












































図32 ： N 群の全体におけ る埋入後12週時の組織学的観察 
図の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す 。 新生骨は既存骨側から皮膚側及








































図33 ： B 群の全体におけ る埋入後12週時の組織学的観察 
図の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す 。 新生骨は既存骨側から皮膚側及
びPLAに沿って伸びていた 。 PLAケージの孔に線維組織が充填し ， 新生骨が形成






































図34 ： S 群の全体におけ る埋入後12週時の組織学的観察 
図の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す 。 新生骨は既存骨側から皮膚側及
びPLAに沿って伸びていた 。 PLAケージの孔に線維組織が充填し ， 新生骨が形成










第3章  垂直的骨造成におけ る 
オ ク タ カルシ ウ ム フ ォ ス フ ェ ー ト  
・ コ ラ ーゲ ン複合体（ OCP/Col ）製作時





3.1 緒 言  
3.1.1 第 ２ 章及び人工骨単独使用における課題 
第 2 章において ， OCP/Col に TPTD を添加して新生骨形成を促し，PLAによる被覆によ
り， OCP/Col の形状を維持すると共に線維組織の OCP/Col への侵入を抑制したことにより
垂直的骨造成を促進できた。しかし ， 人工材料を併用する場合 ， 非吸収性材料やPLAのよ
う に生体吸収性高分子材料の中で骨への置換に長期間要する材料であ る と 摘出のための再
手術が必要 と な り 患者への侵襲性が高 く な る と いった課題があ る 。 一方で OCP/Col 単独で
は ， 外力の影響によ る試料の変形や多核巨細胞によ る試料の吸収によ り 確実な垂直的骨造
成は実現でき ていない (55) 。 また第 1 章で述べた よ う に ， その他の リ ン酸カルシ ウ ム系材
料の単独使用について ， ハイ ド ロ キシアパタ イ ト (HAp) と リ ン酸三カルシ ウ ム (β-TCP) そ
れぞれについて試料を ラ ッ ト の頭蓋骨上の骨膜下に埋入し た試験 (80) が報告されているが ，
HApについて形状保持はでき ているが ， 新生骨形成が不十分であ り ， β-TCP は形状保持が
でき ていない 。 そ こ で ， 本章では前述の課題を考慮し ， 垂直的骨造成の実現のため
OCP/Col 単独で形状保持 と 新生骨形成 と の促進を図る こ と を目的 と し た 。  
OCP/Col の形状保持ができ ない要因は ， 外力によ る構造体の変形 と 細胞によ る試料の吸
収 と が考え られる 。 これに関連し て ， 本研究では ， 液体窒素を用いた試料の内部構造 と 細
胞によ る吸収について着目し た 。  
 
3.1.2 生体材料に液体窒素 （ 冷却 ） を施し た場合の効果 
人工骨に液体窒素冷却を行 う こ と によ り ， 空孔サイ ズ と 組織再生に関し ては過去に報告
されている 。 空孔サイ ズに関し て ， poly (L - lactic acid) (PLLA) と HAp と の混合材料やコ ラ
ーゲン単独を液体窒素で凍結乾燥を行 う こ と によ り ， 空孔サイ ズが液体窒素冷却温度よ り
も高い温度を用いた場合 と 比べて小さ く な る と い う 報告があ る (104, 105) 。 空孔サイ ズ と
組織再生の関係に関し ては ， 空孔サイ ズの異な る コ ラーゲン足場に軟骨細胞を播種し ， マ
ウ スの皮下に移植し た際 ， 空孔サイ ズが小さ い と 軟骨組織が効率よ く 再生される と い う 報
告も あ る (106) 。 また ， 空孔サイ ズが小さ い と 線維組織の侵入を抑制する可能性が考え ら
れる 。 これらの こ と から ， 液体窒素冷却を行 う と 材料の空孔サイ ズが小さ く 緻密な構造に
な り ， 組織再生の促進 と 線維組織侵入抑制に効果を及ぼす可能性があ る 。  
 
3.1.3 生体組織に液体窒素 （ 冷却 ） を施し た場合の効果 
一方で ， 生体組織に液体窒素冷却を行 う こ と によ り ， 生体組織の炎症反応抑制や組織の
維持 ， 細胞の増殖に関し て報告されている 。 炎症反応に関し て ， ラ ッ ト から摘出し た半月
板を液体窒素で冷却し た後再移植する と 免疫反応が抑制される と い う 報告 (91) があ る 。 組
織の保持や細胞の増殖に関し て ， 液体窒素冷却を行った ヒ ト 由来の皮膚組織 と 室温での ヒ
ト 由来の皮膚組織を ， 各々生理食塩水で濃度を調整し た試料を ラ ッ ト の皮下に注入し た結
果 ， 室温処理し た試料はコ ラーゲンマ ト リ ッ ク スにダ メ ージが発生し ， 試料が吸収及び喪
失し ， 炎症が発生し ていたのに対し ， 液体窒素冷却し た試料はコ ラーゲンマ ト リ ッ ク スが
保持され ， 炎症も ほ と んど無 く ， 宿主細胞が増加された と い う 報告 (107) があ る 。  
人工骨を液体窒素冷却する こ と について ， 従来は空孔サイ ズなど内部構造 と 骨再生 と の
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関係が主眼であった と 考え られるが ， 本研究では ， 今まで人工骨では注目されなかった炎
症反応抑制などの生体組織で示された反応が OCP/Col において も同様に示すのか と い う 新
しい観点に も着目し ， 試料の吸収抑制に繋がるのかについて検討を行なった 。  
 
3.1.4 生体材料におけ る密度 と 強度の関係 
外力によ る試料の変形に関し て ， 過去の報告では ， コ ラーゲン ス キ ャ ホール ド の密度を
増加させた場合 (108) や ， コ ラーゲン ・ グ リ コサ ミ ノ グ リ カン複合体ス キ ャ ホール ド 中の
グ リ コサ ミ ノ グ リ カンの密度を増加させた場合に強度が高 く なっている (109) 。 また ， 新
生骨形成促進に関し て ，また，骨形成がOCPの密度が依存する こ と ， コ ラーゲンが骨芽細
胞の増殖 と 付着を促進させる こ と (58) が報告されている 。  
 
3.1.5 本章の目的 
本研究では ， 予備凍結で液体窒素を用いる こ と で免疫反応や試料の吸収に関係する多核
巨細胞の出現を抑制し ， 内部構造を緻密化する こ と で ， 形状維持や新生骨形成ができ るか
を検討し た 。 併せて ， 皮膚側からの外力に対し て試料の強度を上げる ため ， OCP/Col 濃度
を増加させて試料の密度を高める こ と によ り 形状保持や新生骨形成ができ るかを検討し
た 。   
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3.2 実 験 方 法   
3.2.1 OCP/Col の作製方法 
OCP/Col の調整は第 2 章の方法で作製し た 。 ブタ真皮由来コ ラーゲン (NMP コ ラーゲン
PS ， 日本ハム社製 ） の約 0.5 重量％のコ ラーゲン溶液に水酸化ナ ト リ ウ ム水溶液を加え
た コ ラーゲン懸濁液にOCP （ 粒径 300 ～ 500 μm) をOCP と コ ラーゲンが重量比で 77 : 23 と
な る よ う に OCP/Col 懸濁液を得た 。 次に ， 得られた OCP/Col 懸濁液中のコ ラーゲンが 3, 4, 
5 及び 6 重量% と な る よ う に OCP/Col 複合ゲルを得た 。 その後 ， OCP/Col 懸濁液を気体冷
媒 (-80 ℃) 又は液体冷媒 (-196 ℃) に浸漬し凍結する 。 すなわち ， 本研究では ， OCP と コ ラ
ーゲンが重量比で77 ： 23は不変であ る こ と から ， OCP/Col 懸濁液中の Col 濃度を 3 重量％
と し て成形し た試料の単位体積当た り の OCP/Col 濃度を 1 と 定め ， 密度を 1.0 倍 ， 約 1.3
倍 ， 約 1.7 倍 ， 2.0 倍 と し ， 予備凍結で用いた気相冷却 (-80 ℃) を G 群 ， 液相冷却(-
196 ℃: 液体窒素冷却 ) を L 群 と し て ， 8 種類の試料 (G1.0, G1.3, G1.7, G2.0, L1.0, L1.3, 
L1.7, L2.0) を使用し た （ 表7) 。 その後に脱泡及び凍結乾燥し て成形し た 。 次いで ， これを
減圧下 ， 150 ℃ で24時間加熱し熱脱水架橋を行った後 ， メ スで厚さ 2.0 mm にカ ッ ト し ，
直径 9 mm × 厚さ 2.0 mm のデ ィ ス ク を作製し た 。 こ のデ ィ ス ク を動物埋植用 と し て電子
線照射し た も のを使用し た 。  
 
























3.2.2 ラ ッ ト への移植方法 
ラ ッ ト への移植については ， 12週齢の Wistar 系雄性ラ ッ ト （ 日本SLC株式会社 ， 静岡県
浜松市 ） を用い ， 国内及び国際法の動物実験倫理指針を順守し ， 東北大学動物研究委員会
(2014 - Biomedical Engineering Animal - 001) の承認を受け実施し た 。 実験動物は ， 腹腔内 メ
デ ト ミ ジン塩酸塩 (Domitor ， 日本製薬工業 （ 株 ）， 郡山 ， 福島 ） (0.05 mg/kg) ， ミ ダゾ ラ
ム (Dormicum ： アステ ラ ス製薬株式会社 ， 東京 ， 日本 ） (0.12 mg/kg) およびブ ト ルフ ァ ノ
ール酒石酸塩(Vetorphale:明治製菓フ ァルマ株式会社 ， 東京 ， 日本 ） (0.15 mg/kg) を腹腔内
に投与し た 。 麻酔後 ， ラ ッ ト 頭蓋冠に皮膚切開 ・ 骨膜切開を加え頭蓋冠を明示し た 。 頭蓋
骨の骨膜を剥離し た後 ， 埋植試料を ， OCP/Col デ ィ ス ク の下面が頭蓋冠の骨面 と 接触する
よ う に骨膜下に設置し た ( 図35a) 。 埋入後 ， 剥離し た骨膜を整復し ， 試料全体が骨膜で覆
われた状態で縫合し ( 図35b) ， その後に皮膚を整復し ， 縫合を行い ， 手術を終了し た 。 8
種類の試料 (G1.0, G1.3, G1.7, G2.0, L1.0, L1.3, L1.7, L2.0) について各 5 検体 （ 計40検体 ） を



















図35 ： 試料埋入図 
頭蓋骨の骨膜を剥離し た後 ， OCP/Col を塡入する (a) 。  





3.2.3 マイ ク ロ CT 撮影方法 
第 2 章 と 同様に ， マ イ ク ロ CT (Latheta LCT – 200, 日立ア ロ カ メ デ ィ カル ， 東京 ， 日本 ）
を用いて ， 試料埋入後 4 ， 12週時の放射線不透過性を調べた 。 撮影中の実験動物によ る過
度の動き を制限する ため ， ペン ト バルビ タールナ ト リ ウ ム (50 mg/kg) を腹腔内注射し た 。
画像は ， ス ラ イ ス厚 120 μm ， 画素 60 μm ， 管電圧50 kVp ， 管電流500 μAにて撮影し た 。
埋入後12週時は ， 撮影後 ， 実験動物は過量のペン ト バルビ タールナ ト リ ウ ムを腹腔内注射
し安楽死させた 。 その後 ， 頭蓋冠および周囲組織を切除し 0.1M リ ン酸緩衝 ・ 4 ％パラ ホ
ルムアルデ ヒ ド (pH7.4) で固定し た 。  
 
3.2.4 組織学的観察 
4 ℃ で 0.01M リ ン酸緩衝 ・ 10 ％EDTA (pH7.4)液中で脱灰し た 。 その後 ， 脱灰された標
本をパラ フ ィ ン包埋し ， ミ ク ロ ト ームを用いて試料の中心部を前頭断にて約 6 μm 厚に薄
切し た 。 そ し て各パラ フ ィ ン標本につき 6 枚の切片をヘマ ト キシン ・ エオジン染色 (HE 染
色 ） し ， 光学顕微鏡 (Leica DM2500, Leica Microsystems Japan, Tokyo, Japan) を用いて観察し ，
試料埋入後の組織学的変化について ， 組織標本の全体像及び組織標本を等領域に等分割し ，
下側辺縁部 (Lower Margin) を LM ， 下側中央部 (Lower Central) を LC ， 上側中央部
(Upper Central) を UC ， 下側中央部 (Lower Central) を LC (図 36) と し て組織標本の詳細を












図 36: 組織標本の詳細図 
組織標本の全体像及び組織標本を等領域に等分割し ， 下側辺縁部 (Lower Margin)
を LM ， 下側中央部 (Lower Central) を LC, 上側中央部 (Upper Central) を UC ，  
下側中央部 (Lower Central) を LC と し て組織標本の詳細を観察し た 。  





3.2.5.1 形状解析 ( 図 37)  
CT 画像 （ 埋入後 4 ， 12週時 ） を用い ， 頭蓋骨底面から OCP/Col 上面までの高さ (H) 及
び上端角度 (θ, θ’) を計測し た 。  
高さ (H) について ， 試料によ り 既存骨が吸収する など し て厚さ が変化する ため ， こ の こ
と を考慮し て頭蓋骨底面から OCP/Col 上面までの高さ と 定義し た 。  
上端角度 (θ, θ’) について ， CT 画像(2次元画像 ） の 2 つの端部 （ 変形前 と 同位置 と 思わ
れる箇所 ） に点 ( 青 ) を取 り (2点 ）， 各端部の近傍の扇状に広がる OCP/Col 上の 2 本の稜
線上で変曲し ている箇所に点 （ 赤 ） を取 り （ 各 2 点 ) ， 各端部 1 点 （ 青 ） と 稜線上の変曲
点 2 点 （ 赤 ） を直線 （ 黄 ） で結び ， こ の各端部を挟んだ 2 つの直線間の角度 と し た 。 上端
角度 (θ, θ’) について , 試料埋入直後は 90 ° と 仮定し (a) ， 実際に変化し た角度は θ – 90 °













図37 ： 埋入された OCP/Col の高さ と 上縁角度の測定方法 
CT 画像 （ 埋入後12週時 ） を用い ， 頭蓋骨底面から OCP/Col 上面までの高さ (H)
及び上端角度 (θ, θ’) を計測し た 。 上端角度は ， CT 画像(2次元画像 ） の 2 端部
（ 変形前 と 同位置 と 思われる箇所 ） に 2 点 ( 青 ) を取 り ， 2 端部の各 1 点から
OCP/Col の 2 つの稜線上に 2 点 （ 赤 ） を取 り （ 各点近傍 ）， 各 1 点 （ 青 ） と その
近傍 2 点 （ 赤 ） と を直線 （ 黄 ） で結び ， 直線間の角度 (θ, θ’) を計測し た 。 (a) 埋
入直後の試料概略図 ， (b) 12 週後の試料概略図 ， (c) 12 週後の CT 図 ， (d)12 週
後の CT 図 （ 高さ (H) ， 角度 (θ, θ’) 入 り ）  




3.2.5.2 再生骨率 (n-Bone ％ )  
HE 染色された切片を用いて埋入し た試料のデジ タル画像について ， Photoshop (Adobe 
System Incorporated, USA)を用いて ， 埋入直後の試料の全体面積 (Whole area) （ 図38a )を仮
定し ， それ以外の部分を消去し た 。 次に ， 新生骨 (Newly formed bone) （ 図 38b ) 以外の部
分を消去し た 。 次に ， 画像ソ フ ト (ImageJ: National institutes of helthe, Bethesda, MD, USA) を
用いて ， 試料の全体面積 (Whole area) 及び新生骨 (Newly formed bone) を二値化し ， 試料の
全体面積 (Whole area) を 100 % と し た場合の新生骨 (Newly formed bone) の占める割合を n-



















図38 ： n-Bone%算出の概要図 
(a) 埋入直後の試料 ， (b) 埋入後12週の試料 と 新生骨 
(Yanagisawa T, et al., J Biomed Mater Res B Appl Biomater, in press, 2020 より引用） 
 
3.2.6 統計解析方法 
統計解析は ， 12週時の n-Bone% について 2013 for Excel (Microsoft Co., Redmond, WA, US)
を用いて行った 。 すべての値は平均 ± 標準偏差(SD) と し て示し た 。 カ イ二乗検定よ り ， 各
群が正規分布を有するかど う かを試験しBartlett検定を用いて検体間の分散の同等性を調べ
た 。 一元配置分散分析 (ANOVA) または Kruskal - Wallis 検定を用いて群間の平均を比較し
た 。 有意差は P ＜0.05 を基準 と し た 。 有意差が平均値で検出された場合 ， Tukey - Kramer




3.3 結 果  
3.3.1 マイ ク ロ CT 撮影 （ 図39, 40)  
 G 群 ( 気相冷却 (-80 ℃) 群 : G1.0, G1.3, G1.7, G2.0) では ， 試料埋入後 4 週 ， 12週 と も に
全ての試料埋入部に対応し て X 線不透過像が顆粒状に混在し てお り ， 12週のG2.0では ， 不
透過像の塊を確認し た 。 また ， OCP/Col と 既存骨 と の界面は ， 4 週ではG2.0の既存骨が薄
く な り ， 12週ではG1.7 と G2.0で既存骨が薄 く なっていた 。  
G 群の試料埋入部の高さは ， 4 週後では全ての試料で埋入時から低下し てお り ， 特に
G1.0の高さ がG1.3 ， G1.7及びG2.0 と 比較し て低下し た 。 一方 ， G1.3 ， G1.7及びG2.0の高さ
は同等であった 。 試料埋入後 4 週の試料上縁形状は ， G1.0 ， G1.3及びG1.7では ， 上端が判
別でき ない程滑らかな （ 曲率半径の大きい ） 曲線 と なっている 。 一方 ， G2.0は ， G1.0 ，
G1.3及びG1.7 と 比較し て上端が判別でき る滑らかな曲線 （ 曲率半径の小さ い ） と なってい
る 。 G 群の12週の試料埋入部の高さは ， 全ての試料で 4 週 と 比べて低下し た 。 また試料上
縁形状は ， 全ての試料で ， 4 週に比べて さ らに崩れてお り ， 上端の判別が不可能であっ
た 。  
それに対し て ， L 群 ( 液相冷却(-196 ℃)(液体窒素冷却 ) 群: L1.0, L1.3, L1.7, L2.0) では ，
埋入後 4 週においてL1.0から L2.0の全ての試料について ， 試料埋入部に対応し て ， 透過像
に不透過像が顆粒状に混在し ていた 。 また ， L1.0から L2.0にかけて不透過度が増し てお り ，
辺縁部での不透過像の面積が多かった 。 そ し て ， 既存骨 と OCP/Col の境界が明瞭であった 。
試料埋入後12週では顆粒状の不透過像が塊 と な り ， 埋入後 4 週 と 比較し て不透過像が多 く ，
さ らに ， L1.0から L2.0にかけて不透過度が増し ， それらは辺縁部や輪郭で多かった 。 また ，
既存骨側の不透過像の面積が大き く ， OCP/Col と 既存骨 と の界面が不明瞭にな る傾向であ
った 。  
L 群の試料埋入部の高さは ， 埋入 4 週ではL1.0がL1.3 ， L1.7及びL2.0 と 比較し て若干低
下し たが ， 1.7 及びL2.0の高さは同等であった 。 また ， 試料上端形状は ， 全ての試料で上
端が判別でき る滑らかな曲線 と なっている 。 また ， 12週の試料埋入部の高さは ， 4 週 と 比
較し てL1.0は若干低下し た も のの ， L1.3 ， L1.7及びL2.0は同等であった 。 そ し て ， 試料上
端形状は ， 4 週 と 比較し て ， L1.0及びL1.3が （ 曲率半径の大きい ） 滑らかな曲線 と なって
























図39 ： G 群の埋入後 4 ， 12週時のマイ ク ロ CT 像 
図の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す。 
X 線不透過度に関し て ， 4 週及び12週において不透過像が顆粒状に存在し ていた 。
全ての試料について埋入時から低下し ， エ ッ ジに関し て ， 滑らかな （ 曲率半径の
大きい ） 曲線 と なっている 。 G1.7及びG2.0では既存骨が薄 く なっていた 。  
バー : 4 mm  
( 全試料の測定結果については 3.6 に掲載し た ( 図57〜図 60) 。）  

























図40 ： L 群の埋入後 4 ， 12週時のマイ ク ロ CT 像 
図の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す。 
X 線不透過度に関し て ， 4 週及び12週において不透過像が顆粒状に存在し ていた 。
また ， L1.0から L2.0にかけて不透過度が増し てお り ， 辺縁部での不透過像の面積
が多かった 。 既存骨 と OCP/Col の境界が明瞭であった 。 12週では ， 高さ に関し て ，
L1.0は若干低下し たが ， L1.3 ， L1.7 ， L2.0は保持された 。 エ ッ ジに関し て ， 4 週
と 比較し て ， L1.0及びL1.3が （ 曲率半径の大きい ） 滑らかな曲線 と なっていた 。
L1.7及びL2.0は同等であった 。 バー : 4 mm 。  
( 全試料の測定結果については 3.6 に掲載し た ( 図61〜図 64) 。）  









3.3.2 定量解析 ( 高さ ) (図41〜 44)  
G 群では ， 試料埋入後 4 週の試料の平均値は2.2 ± 0.1 mm (20サンプル ) であ り ， 有意差
がG1.0 と G1.7で認められた 。 試料埋入後12週の試料の平均値は1.6 ± 0.1 mm (20サンプル )
であ り ， 優位差は認められなかった 。 4 週 と 12週 と の比較は ， 有意差がG1.3 ， G1.7及び
G2.0で認められた （ 図41 ）。  
L 群では ， 試料埋入後 4 週の試料の平均値は2.9 ± 0.1 mm (20サンプル ) であ り ， 優位差
は認められなかった 。 試料埋入後12週の試料の平均値は平均2.7 ± 0.1 mm (20サンプル ) で
あ り ， 優位差は認められなかった 。 4 週 と 12週 と の比較で も優位差は認められなかったが ，
4 週に比べて12週は低下し たが ， L1.3, L1.7 及びL2.0は低下が少なかった （ 図 42) 。  
4 週について ， 有意差がG1.0 と L1.0 ， G1.3 と L1.3 ， G1.7 と L1.7及びG2.0 と L2.0で認められ
た （ 図 43) 。 12週について ， 同濃度の G 群 と L 群の高さ について ， 有意差がG1.3 と L1.3 ，
G1.7 と L1.7及びG2.0 と L2.0で認められ ， 4 週 と 比較し て G 群 と L 群の差が拡がった （ 図



















図 41: 4 週におけ る CT 画像に基づ く 定量解析 （ 高さ ）  
G 群について ， 埋入後 4 週では有意差がG1.0 と G1.7で認められた ( ＊ : P ＜
0.05) 。 4 週時 と 12週時 と の比較は ， 有意差が G1.3, G1.7 及びG2.0で認められ
た 。  

















図 42: 12 週におけ る CT 画像に基づ く 定量解析 （ 高さ ）  
L 群について ， 埋入後 4 週及び12週時において ， 優位差は認められなかった 。
4 週 と 12週 と の比較で も優位差は認められなかったが ， 4 週に比べて12週は低
下し たが ， L1.3, L1.7 及びL2.0は低下が少なかった 。   


















図 43: G 群におけ る CT 画像に基づ く 定量解析 （ 高さ ）  
埋入後 4 週について ， 同濃度の G 群 と L 群の高さ について ， 有意差が認められ
た ( ＊ ： P ＜ 0.05) 。  

















図44: CT画像に基づ く 定量解析 （ 高さ ）  
埋入後12週について ， 同濃度において ， G 群よ り L 群の方が高かった 
( ＊ ： P ＜ 0.05) 。  





3.3.3 定量解析 （ 角度 ） ( 図 45)  
G 群は ， 変形が大き く 計測不能であったため ， L 群 (L1.0, L1.3, L1.7, L2.0) のみ計測し た 。
4 週の平均値は 126 ± 2 ° であ り ， 有意差は認められなかった 。 12週の平均値は 136 ± 3 ° で
あ り ， 有意差はL1.3 と L2.0で認められた 。 4 週及び12週共に ， L1.3以上では OCP/Col 濃度
が増加する と 変形量が小な る傾向であった 。 4 週 と 12週 と では有意差が認められなかった



















図45 ：  CT画像に基づ く 定量解析 （ 高さ ）  
埋入後 4 週では有意差は認められなかった 。 埋入後12週では ， 有意差はL1.3 と
L2.0で認められた ( ★ ： P ＜ 0.05) 。 4 週 と 12週 と では有意差が認められなかっ
たが ， 全試料において 4 週 と 比べて12週は角度が大き く な る傾向であった 。  







G 群 と L 群 と のそれぞれについて全体像を比較し た ( 図46, 47) 。 全ての試料において ，
新生骨が辺縁部で見られた 。 辺縁部以外の既存骨側では ， G1.0において新生骨が少量形成
されていたが ， G1.3 ， G1.7及びG2.0ではほ と んど形成されていなかった 。 G 群について ，
G1.0及びG1.3は ， G1.7及びG2.0 と 比べて OCP/Col の高さ が低下し た 。 G1.7及びG2.0では既
存骨が菲薄し ていた 。 L 群について ， L1.0から L2.0の全ての試料において ， 辺縁部におい
て ， 新生骨は既存骨側から皮膚側に向けて骨膜に沿って形成されていた 。 L1.7及びL2.0は
新生骨が皮膚側付近まで形成されていた 。 また中央部において も ， 新生骨が既存骨側に形
成されていた 。 辺縁部及び中央部において ， L1.0から L2.0に向けて OCP/Col の密度が増す
に連れて新生骨形成量が多かった 。 多核巨細胞が皮膚側に少数存在し ていた 。 コ ラーゲン
は分解されておらず ， 多核巨細胞以外の細胞は確認でき なかった 。 L 群について ， L1.0は
高さ が低下し たが ， L1.3 ， L1.7及びL2.0は高さ が保持された 。  
G 群 と L 群 と の拡大図を観察し た ( 図48〜 55) 。 代表図 と し てG2.0 ， L2.0の上側辺縁部
(Upper Marginal area: UM) ， 下側辺縁部(Lower Marginal area: LM) ， 上側中央部 (Upper 
Central area: UC)及び中央上部 (Lower Central area: LC) を掲載し た 。 G2.0について ， LM に
おいて新生骨が形成されている （ 図48 ）。 LC において ， 既存骨が菲薄し ている （ 図49 ）。
UC においてほ と んど新生骨が形成されていない （ 図50 ）。 さ らに ， UC では ， 多 く の多
核巨細胞(MNGCs)が存在し ， 埋入し た試料のコ ラーゲンが分解し ていた （ 図51 ）。 L2.0に
ついて ， LM において ， 新生骨が既存骨側から形成されてお り G 群 と 比べて形成量が多い
（ 図52 ）。 LC において ， 新生骨が既存骨側から形成されている （ 図53 ）。 UC において ，
新生骨が既存骨側で も少量形成されている （ 図54 ）。 UC において ， 埋入し た試料におけ
る コ ラーゲンのフ レーム ワーク が残ってお り ， 多核巨細胞が確認されたが ， G 群 と 比べて





図46 ： G 群の組織学的観察 ( 全体 )  
全ての試料において ， 新生骨が辺縁部で見られた 。 G1.0及びG1.3は ， G1.7及び
G2.0 と 比べて OCP/Col の高さ が低下し た 。 G1.7及びG2.0では既存骨が菲薄し てい
た 。 バー : 3 mm 
( 全試料の測定結果については 3.6 に掲載し た ( 図65〜図 68) 。）  




図47 ： L 群の組織学的観察 ( 全体 )  
既存骨側 と 辺縁部において ， 新生骨が形成され ， OCP/Col の密度が増すにつれて
新生骨形成量が多 く なった 。 バー : 3 mm 
( 全試料の測定結果については 3.6 に掲載し た ( 図69〜図 72) 。）  


















図48 ： 組織学的観察(LM (G2.0) 拡大図 )  
辺縁部において新生骨が形成されている 。  
バー : 200 μm ， B: 新生骨 


















図49 ： 組織学的観察 (LC (G2.0) 拡大図 )  
中央下部において ， 既存骨が菲薄し ている 。  
バー : 200 μm ， B: 新生骨 





















図50 ： 組織学的観察(UC (G2.0) 拡大図 )  
中央上部においてほ と んど新生骨が形成されていない 。 バー : 200 μm  

















図51 ： 組織学的観察 (UC (G2.0) 拡大図 )  
多数の多核巨細胞(MNGCs)が確認され , コ ラーゲンは分解し ていた 。  
バー : 50 μm (d, h) ，  アス タ リ ス ク : MNGCs 



















図52 ： 組織学的観察(LM (L2.0) 拡大図 )  
辺縁部において ， 新生骨が既存骨側から形成されている 。  
バー : 200 μm ， B: 新生骨 

















図53 ： 組織学的観察 (LC (L2.0) 拡大図 )  
LC において既存骨側で新生骨が多 く 形成されている 。  
バー : 200 μm ， B: 新生骨 


















図54 ： 組織学的観察 (UC (L2.0) 拡大図 )  
新生骨は皮膚側で も観察された 。 バー : 200 μm ， B: 新生骨 


















図55 ： 組織学的観察 (UC (L2.0) 拡大図 )  
OCP/Collagen のフ レーム ワーク が残 り ， 少量の多核巨細胞が観察された 。  
バー : 50 μm ， アス タ リ ス ク : MNGCs 




3.3.5 組織学的形態計測によ る定量解析 ( 図 56)  
n-Bone%に関して，G群(G1.0, G1.3, G1.7, G2.0)と L 群 (L1.0, L1.3, L1.7, L2.0) においてそ
れぞれ多重比較検定を行い， OCP/Col 濃度が同一の試料ではG群と L 群（例えば G1.0 
(4W) と L1.0 (4W)) とで比較した。 
G 群の n-Bone% は ， G1.0, G1.3, G1.7及びG2.0について , それぞれ 17.7 ± 4.0 % ， 5.1 ± 
0.6 % ， 12.9 ± 1.9 % 及び 7.4 ± 1.3 % であ り ， 有意差は認められなかった 。 L 群の n-
Bone%は ， L1.0, L1.3, L1.7 及びL2.0について ， それぞれ 9.7 ± 3.6 % ， 17.1 ± 1.9 % ，
24.5 ± 4.0 % 及び 40.2 ± 4.8 % であ り ， 有意差は認められなかった 。 L 群は OCP/Col 濃度
が増加するに従い n-Bone% が増加し た 。 G 群 と L 群 と の有意差は ， G1.3 と L1.3 ， G1.7 と


















図 56: 組織学的形態計測によ る定量解析 (n-Bone%)  
G 群の n-Bone% は ， G1.0, G1.7, G2.0, G1.7 の順で高 く , 有意差は認められなか
った 。 L 群の n-Bone% は ， L2.0, L1.7, L1.3, L1.0の順で高 く ， 有意差は認められ
なかった 。 L 群は OCP/Col 濃度が増加するに従い n-Bone% が増加し た 。 G 群 と
L 群 と の有意差は ， G1.3 と L1.3 ， G1.7 と L1.7及びG2.0 と L2.0の間で認められた
( ＊ ： P ＜ 0.05) 。  




3.4 考 察  
本研究では L 群（液相冷却(-196 ℃) 群 ) の OCP/Col は高さ と 形状が保持され ， 垂直的骨
造成が達成された こ と が証明された 。 一方 ， G 群（気相冷却 (-80 ℃) 群 ) の OCP/Col は高
さ と 形状が保持できず ， 垂直的骨造成が達成でき なかった 。 これらの こ と は ， L 群 と G 群
によ る予備凍結を比較する こ と によ り OCP/Col への予備凍結温度は ， 骨再生能 と 形状維持
する能力に影響する こ と を証明し た 。  
同一の OCP/Col 濃度におけ る G 群 と L 群 と の埋入試料の高さ では ， 4 週では L 群は G 群
に比べて有意に高さ を保持し（図 43) ，12週では 4 週よ り も L 群 と G 群 と の高さ の差が さ
らに拡がった（図44 ）。 組織観察から ， 12週では ， G 群は皮膚側に多核巨細胞が多数存在
し た（図51）のに対し て L 群はほ と んど存在し なかった（図55 ）。 過去の文献から ， 静的
な圧力がかかる環境では ， 圧力がない場合 と 比べて TRAP 陽性の多核の細胞が増殖する こ
と が確認され (110) ， 負荷が大きい場合には OCP/Col が多核巨細胞によ り 試料が吸収され
る こ と (55) が報告されている 。 また ， 人工関節で用いられる超高分子量ポ リ エチレ ンの摩
耗粉が異物 と し てマ ク ロ フ ァージによ って貧食され ， 同時に炎症性サイ ト カ イ ンを分泌し ，
破骨細胞の形成 ・ 活性化によ る骨吸収が起こ る こ と (111) や ， 貧食でき ない大き な異物粒
子の存在下では ， マ ク ロ フ ァージは融合し多核の異物巨細胞にな る こ と が報告されている
(112) 。 こ の こ と から ， G 群は生体に異物 と し て認識されたため ， 試料埋入から長期間経
過し て も多核巨細胞が多 く 存在し ， 試料が無 く な る まで試料の吸収が進む と 考え られる 。  
これら よ り ， G 群は試料の吸収量が多かったため高さ が低下し ， L 群は試料の吸収量が
少なかったため高さ の低下が抑制された と 考え られる 。 前述 と 関係し て過去の文献では ，
ラ ッ ト の膝から半月板を摘出し ， 液体窒素によ り 細胞を取 り 除いた後に再移植する と 免疫
反応が低下する と い う 報告 (113) があ る 。 細胞を除去し た試料がコ ラーゲンであ る と 考え
る と ， 液体窒素で冷却される と 免疫反応が低下する と 考え られる ため ， L 群は免疫反応 と
関係のあ る多核巨細胞が少な く なった と 考え られる 。  
次に ， G 群の同一期間におけ る OCP/Col 濃度 (1.0 〜 2.0) と 高さ の関係についてみる と ，
4 週時では OCP/Col 濃度によ る明確な違いはなかったが ， 12週時では OCP/Col 濃度が高い
試料は高さ が保持された（図41）。 過去の報告では ， ス キ ャ ホール ド の密度を増加させた
場合に強度が高 く なっている報告があ る (108, 109) 。 OCP/Col 濃度の増加に伴い単位容積
当た り の密度が上が り 強度が増し た こ と ， OCPがアパタ イ ト に変わ り 硬度が増し た こ と
(114) から ， 多核巨細胞によ る吸収や皮膚側からの外力 （ メ カニカルス ト レ ス ） を受けて
も一定の高さ が保たれた と 考え られる 。 また ， CT 画像よ り G1.7 と G2.0は既存骨上の既存
骨 と 接し ない箇所に不透過像が確認された（図39）が ， 組織写真では不透過像の箇所では
新生骨は存在し ない（図46 ）。 不透過像に関し ては ， OCPが埋入された位置に形成された
新生骨 と ， 細胞が関与し ないでOCPから転化し たアパタ イ ト であ る こ と が知られている
(47) 。 し たがって ， CT 画像おけ る不透過像は新生骨 と 一致し ない場合があ る 。 また ， 組
織写真よ り ， G1.7 と G2.0は既存骨が菲薄し ている（図46 ）。 なお，過去の文献よ り ， ラ ッ
ト の頭蓋骨上の骨膜下に埋入し たHApによ り ， 既存骨が吸収された と の報告 (115) があ る 。
これら よ り 不透過像がアパタ イ ト であ る と 考え る と ， OCPから転換し たアパタ イ ト の影響
によ り 既存骨が菲薄し た と 考え られる 。  
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同様に L 群の同一期間において OCP/Col 濃度 と 高さ と 上縁の変形量の関係についてみる
と ， 4 週時においては G 群 と 同様に OCP/Col 濃度によ る明確な違いはなかったが ， 12週時
ではL1.3，L1.7及びL2.0は高さ が維持され ， L1.0は高さ が低下し た（図42 ）。 また ， 上縁
の変形は ， L1.3以上で OCP/Col 濃度が増すにつれて変形量が小さ く なった（図45）。 これ
らは ， G 群 と 同様に ， OCP/Col 濃度が増加する こ と によ り 試料の強度が高 く な る こ と ，
OCPがアパタ イ ト に変わ り 硬度が増し た こ と から ， L1.3，L1.7及びL2.0は皮膚側からの外
力 （ メ カニカルス ト レ ス ） を受けて も ， 高さ が保たれ ， OCP/Col 濃度が増すにつれて変形
が抑制された と 考え られる 。  
12週時の同濃度の OCP/Col 濃度の L 群 と G 群の新生骨形成量を比較する と ， OCP/Col 濃
度が 1.3 以上では L 群は G 群 と 比べて新生骨形成量が多かった 。 L 群の新生骨量が多かっ
た理由の１つは ， 予備凍結で液体窒素を用いたため と 考え られる 。 過去の文献よ り ， 家兎
の半月板を摘出し て液体窒素冷却を行い ， 細胞を取 り 除いた後に再移植し た試料は免疫反
応が抑え られ ， 組織を作る細胞が増殖し た と の報告があ る (116) 。 こ の こ と から ， L 群は
多核巨細胞の増殖が抑え られつつ ， OCPを主 と し て OCP/Col が徐々に骨に置換し た と 考え
られる 。  
次に ， G 群の12週時の新生骨についてみる と ， 新生骨は ， 辺縁部において形成され ， 中
央部ではG1.0のみ既存骨側に新生骨が形成されていた 。 辺縁部に新生骨が形成された理由
と し て血液等を介し て OCP/Col に侵入し た骨前駆体が分化し て骨形成細胞によ り 骨膜周縁
において新生骨形成が促進し た と 考え られる 。 また ， 辺縁部以外の領域で多核巨細胞が多
数確認された こ と から骨形成のための必要な足場が不足し ， 骨が形成されに く かった と 考
え られる 。  
L 群の12週時の新生骨についてみる と ， 新生骨は ， 辺縁部において全ての試料で新生骨
が形成されたが ， 中央部の既存骨側にも新生骨が形成されている 。 また ， 新生骨形成量が
OCP/Col 濃度に依存し ていた 。 辺縁部におけ る新生骨形成は G 群 と 同様に血液等を介し て
OCP/Col に侵入し た骨形成細胞によ り 骨膜周縁において新生骨形成が促進し た と 考え られ
る 。 一方 ， 既存骨側の新生骨形成に関連し て ， 既存骨の骨芽細胞や bone lining cells や骨形
成前駆細胞がOCPに作用し ， 新生骨形成に関与する こ と が述べられている (102) 。 こ の こ
と から ， 既存骨の骨形成細胞が OCP/Col と 相互作用する こ と によ り ， 既存骨側で新生骨形
成が促進された と 考え られる 。 さ らに ， 組織写真よ り ， 新生骨以外のコ ラーゲン と OCP又
はOCPから変化し たアパタ イ ト の混在する部分に細胞があ ま り 確認でき ない（図52 ）。 過
去の文献では，ヒ ト 由来の皮膚組織を窒素冷却し た試料を ラ ッ ト の皮下に注入し た結果 ，
炎症が少な く ， コ ラーゲンマ ト リ ク スが保持され ， 宿主細胞が増加し た (107) と い う 報告
があ る 。 加えて ， 過去の文献よ り 液体窒素冷却を行 う と ， 酸性環境において タ ンパク質
（ 乾燥卵白やラ ッ ト の腱から取 り 出し た タ イプⅠコ ラーゲン ） の変性がな く ， それ以上の
温度ではタ ンパク質の変性が起き る と い う 報告 (117, 118) から ， L 群はコ ラーゲンが保持
され ， G 群はコ ラーゲンが変性し た可能性があ る 。 また ， 液体窒素冷却を行 う と リ ン酸カ
ルシ ウ ム系材料及びコ ラーゲンの空孔サイ ズが小さ く な る こ と (104, 105) から ， L 群も同
様に空孔サイ ズが小さ く な り ， 多核巨細胞等の細胞の OCP/Col 内への侵入が抑制された可
能性が考え られる 。 これら よ り ， L 群は生体に と って異物 と 見な されず ， 多核巨細胞の出
現を抑制でき ， 新生骨形成を促進する ための足場が保持された と 考え られる 。  
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こ のよ う に ， 本研究は骨形成に必要な足場が保持されてお り ， 新生骨は経時的に既存骨
側からの形成が期待される 。 また ， 骨形成がOCPの密度が依存する こ と ， コ ラーゲンが骨
芽細胞の増殖 と 付着を促進させる こ と (58) から ， 新生骨形成量が OCP/Col 濃度に依存し た
と 考え られる 。 これらの結果よ り ， 液相によ る予備凍結を行 う こ と で ， OCP/Col 単独での
垂直的骨造成を達成し た 。 前記条件の下で OCP/Col の濃度を増加させる こ と によ り ， 新生
骨が増加し形状が維持された 。  
 
3.5 結 論  
本研究では ， OCP/Col を予備凍結において液体窒素冷却をする こ と によ り ， 多核巨細胞
によ る吸収を抑制し ， 骨形成に必要な足場を確保し て形状を保持し た 。 また ， 骨形成に必
要な足場が確保されたため OCP/Col 濃度を増加させる こ と によ り ， さ らに形状が安定し ，
新生骨形成量も増加し た 。 以上よ り ， 垂直的骨造成し う る可能性が示唆された 。 こ の処置
には細胞やシグナル分子を用いる必要がな く ， 将来 ， 垂直的骨造成を達成する こ と を可能





































図57 ： G1.0の埋入後 4 ， 12週時のマイ ク ロ CT 像 
図の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す 。 左列は 4 週時 ， 右列は12週時の
測定結果を示す 。 X 線不透過度に関し て ， 4 週及び12週において不透過像が顆粒
状に存在し ていた 。 全ての試料について埋入時から低下し ， エ ッ ジに関し て ， 滑

































図58 ： G1.3の埋入後 4 ， 12週時のマイ ク ロ CT 像 
図の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す 。 左列は 4 週時 ， 右列は12週時の
測定結果を示す 。 X 線不透過度に関し て ， 4 週及び12週において不透過像が顆粒
状に存在し ていた 。 全ての試料について埋入時から低下し ， エ ッ ジに関し て ， 滑
らかな （ 曲率半径の大きい ） 曲線 と なっている 。  





































図59 ： G1.7の埋入後 4 ， 12週時のマイ ク ロ CT 像 
図の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す 。 左列は 4 週時 ， 右列は12週時の
測定結果を示す 。 X 線不透過度に関し て ， 4 週及び12週において不透過像が顆粒
状に存在し ていた 。 全ての試料について埋入時から低下し ， エ ッ ジに関し て ， 滑
らかな （ 曲率半径の大きい ） 曲線 と なっている 。  



































図60 ： G2.0の埋入後 4 ， 12週時のマイ ク ロ CT 像 
図の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す 。 左列は 4 週時 ， 右列は12週時の
測定結果を示す 。 X 線不透過度に関し て ， 4 週及び12週において不透過像が顆粒
状に存在し ていた 。 全ての試料について埋入時から低下し ， エ ッ ジに関し て ， 滑
らかな （ 曲率半径の大きい ） 曲線 と なっている 。  






































図61 ： L1.0の埋入後 4 ， 12週時のマイ ク ロ CT 像 
図の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す 。 左列は 4 週時 ， 右列は12週時の
測定結果を示す 。 X 線不透過度に関し て ， 4 週及び12週において不透過像が顆粒
状に存在し ていた 。 また ， 4 週時から12週時にかけて不透過度が増し てお り ， 辺
縁部での不透過像の面積が多かった 。 既存骨 と OCP/Col の境界が明瞭であった 。
12週では ， 高さ に関し て ， 若干低下し た 。 エ ッ ジに関し て ， 4 週 と 比較し て ，
L1.0が （ 曲率半径の大きい ） 滑らかな曲線 と なっていた 。  



































図62 ： L1.3の埋入後 4 ， 12週時のマイ ク ロ CT 像 
図の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す 。 左列は 4 週時 ， 右列は12週時
の測定結果を示す 。 X 線不透過度に関し て ， 4 週及び12週において不透過像が
顆粒状に存在し ていた 。 また ， 不透過度が増し てお り ， 辺縁部での不透過像の
面積が多かった 。 既存骨 と OCP/Col の境界が明瞭であった 。 12週では ， 高さ に
関し て保持された 。 エ ッ ジに関し て ， 4 週 と 比較し て （ 曲率半径の大きい ） 滑
らかな曲線 と なっていた 。  


































図63 ： L1.7の埋入後 4 ， 12週時のマイ ク ロ CT 像 
図の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す 。 左列は 4 週時 ， 右列は12週時
の測定結果を示す 。 X 線不透過度に関し て ， 4 週及び12週において不透過像が顆
粒状に存在し ていた 。 また ， 4 週時から12週時にかけて不透過度が増し てお り ，
辺縁部での不透過像の面積が多かった 。 既存骨 と OCP/Col の境界が明瞭であった 。
12週では ， 高さ に関し ては保持された 。 エ ッ ジに関し て ， 4 週 と 比較し ては同等
であった 。  




































図64 ： L2.0の埋入後 4 ， 12週時のマイ ク ロ CT 像 
図の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す 。 左列は 4 週時 ， 右列は12週時
の測定結果を示す 。 X 線不透過度に関し て ， 4 週及び12週において不透過像が
顆粒状に存在し ていた 。 また ， 4 週時から12週時にかけて不透過度が増し てお
り ， 辺縁部での不透過像の面積が多かった 。 既存骨 と OCP/Col の境界が明瞭で
あった 。 12週では ， 高さ に関し ては保持された 。 エ ッ ジに関し て ， 4 週 と 比較
し て同等であった 。  










































図65 ： G1.0の組織学的観察 
図の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す 。 左列は 4 週時 ， 右列は12週時
の観察結果を示す 。 G1.7及びG2.0 と 比べて高さ が低下し た 。  






































図66 ： G1.3の組織学的観察 
図の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す 。 全ての試料において ， 新生骨
が辺縁部で見られた 。 G1.7及びG2.0 と 比べて OCP/Col の高さ が低下し た 。  







































図67 ： G1.7の組織学的観察 
図の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す 。 全ての試料において ， 新生骨
が辺縁部で見られた 。 高さ について ， （ G1.0及びG1.3に比べて保てたが ） 低下






































図68 ： G2.0の組織学的観察 
図の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す 。 全ての試料において ， 新生骨が
辺縁部で見られた 。 高さ について ， （ G1.0及びG1.3に比べて保てたが ） 低下し た 。






































図69 ： L1.0の組織学的観察 
既の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す 。 全ての試料について ， 既存骨側







































図70 ： L1.3の組織学的観察 
既の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す 。 全ての試料について ， 既存骨側






































図71 ： L1.7の組織学的観察 
既の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す 。 全ての試料について ， 既存骨







































図72 ： L2.0の組織学的観察 
既の上側は皮膚側を示し下側は既存骨側を示す 。 全ての試料について ， 既存骨














4.1 本 研 究 の ま と め  
第 1 章では ， 革新的医療技術であ る再生医療に関連する Tissue Engineering （ 組織工学 ）
の 3 要素 （ 細胞 ， シグナル分子 ， Scaffold （ 足場））や ， その中の １ つであ る Scaffold と し
て用いられる生体材料 （ 金属材料 ， リ ン酸系カルシ ウ ムを代表 と する無機材料及び生体吸
収性高分子材料など ） について報告し た 。 次に ， リ ン酸系カルシ ウ ムに属する人工骨であ
る OCP/Col に着目し ， 他の人工骨 (HA/Col や β-TCP/Col) に比べて優れた骨再生能を有し ，
賦形性 ， 操作性に も優れる こ と から ， 歯科口腔領域の骨欠損を対象 と し て臨床上で有用な
骨再生用の生体材料 と し て開発され ， 現在上市されている こ と を報告し た 。  
歯科口腔外科の分野において ， 重度歯周病によ る歯槽骨の吸収等よ り ， 歯槽骨に垂直に
骨を造成 （ 垂直的骨造成 ） する需要があ る 。 しかし ， 既存の人工骨では有効な骨造成は達
成されていない 。 また ， 開発当初の OCP/Col を単独で用いた場合には ， 主に骨膜側からの
外力によ り 試料の変形 と ， 多核巨細胞によ る吸収される こ と から形状保持ができず ， 新生
骨形成も促進されないため ， 垂直的骨造成は実現でき ていなかった 。 こ のため ， 第 2 章 と
第 3 章において ， 異な る アプローチから垂直的骨造成を促進する ための検討を行なった 。  
第 2 章では ， OCP/Col と シグナル分子 (TPTD) と 生体分解吸収性高分子 (PLA) と を併用
し た 。 OCP/Col の周囲を樹脂で囲み ， 外力を緩和する こ と で骨再生能が向上する こ と が報
告されている こ と を参考 と し て ， 骨形成促進のために TPTD を OCP/Col に滴下し た も のを
PLAケージで被覆し た も のを試料 と し て ラ ッ ト 頭蓋冠上の骨膜下に埋入し た 。 併せて ，
PLAケージの形状の違い （ 孔の有無 ， 数 ） から骨膜の骨形成 と の関連性の有無について検
討を加えた 。 その結果 ， TPTD を添加したことにより OCP/Col の新生骨形成を促し，PLA
ケージによる被覆により， OCP/Col の形状を維持すると共に線維組織の OCP/Col への侵入
を抑制したことにより垂直的骨造成を促進することができた。新生骨形成の主な要因は ，
既存骨の骨形成細胞 と OCP/Col と の相互作用であ り ， その他の要因 と し て ， 血液等を介し
て OCP/Col に侵入し た骨形成細胞によ り OCP/Col を核 と し て骨形成が促進し た と 考え られ
る 。 他方 ， 新生骨形成を抑制し た要因は ， PLAケージの孔から侵入し た線維組織の量が影
響し た と 考え られる 。 孔が大きい場合は線維組織の影響を受けて新生骨の形成が低下する
が ， 孔の大き さ が限定的であ る と ， 新生骨の形成が少ないためであ る 。 また ， PLAケージ
の孔に充填された箇所に新生骨の形成が認められなかった こ と から ， 骨膜が積極的に骨形
成に関与し なかった と 考え られる 。  
第 3 章では ， OCP/Col のみを用いて形状保持し ， 新生骨形成を促進させる こ と を目的 と
し て OCP/Col の製造条件を変更し た 。 第 2 章において ， OCP/Col にPLAを併用すると，
PLA を取 り 出すために侵襲性の高い手術が必要 と な り ， 患者や術者の負担が大きい と い う
問題があ り ， OCP/Col のみを用いて新生骨形成を促進させる こ と が必要であ るから であ る 。
過去の報告から ， ヒ ト 由来の皮膚組織を液体窒素冷却する こ と で炎症が抑え られる こ と ，
宿主細胞が増加する こ と ， コ ラーゲンマ ト リ ッ ク スが保持される こ と を参考 と し て ， 予備
凍結において ， 液体窒素 （ 液相冷却 ） を用いた （ 比較対象 と し て気相冷却(-80 ℃ ) で冷却
し た試料を用いた。）。 また ， 過去の報告から ス キ ャ ホール ド の密度を増加させた場合に強
度が高 く な る こ と ， OCPの密度が骨形成 と 関係する こ と を参考 と し て ， OCP/Col の密度を
開発当初の も のに対し て増加させた 。 結果 と し て ， 気相冷却では ， 多数の多核巨細胞によ
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り 試料の吸収が進み形状維持及び新生骨形成ができ なかったのに対し て ， 液相冷却では ，
多核巨細胞の数が少なかったため試料の吸収が抑制され形状が保持される と と も に ， 骨形
成に必要な足場 (OCP/Col) を確保する こ と ができ た 。 気相冷却では ， OCP/Col 密度を変化
させて も ， 新生骨形成が促進されず形状も安定し ないのに対し ， 液相冷却は ， OCP/Col 密
度を上げてい く と ， 骨形成に必要な足場が確保されたため OCP/Col 濃度を増加させる こ と
によ り ， さ らに形状が安定し ， 新生骨形成量も増加し た 。 以上よ り ， 液相冷却 と OCP/Col
の密度を変更する こ と によ り ， OCP/Col 単独使用において垂直的骨造成し う る可能性を示
唆する こ と ができ た 。  
液相冷却によ る予備凍結を行 う 処置には体外細胞移植やシグナル分子を用いる必要がな
く ， 将来 ， 垂直的骨造成を達成する こ と を可能 と する技術であ る と 考え られる 。 社会ニー
ズ と し て ， 超高齢化が進み重度歯周病によ る歯槽骨の萎縮する症例の増大や日常で起き る
交通事故などによ る顔面陥没骨折に対し て ， 垂直的骨造成によ る骨の再生が必要 と な る 。
また ， 現在 ， 細胞シー ト や幹細胞移植によ る歯周組織再生については優れた効果が認めら
れているが ， 細胞培養施設の建設や培養費用 ， 人件費など コ ス ト を含める と 決し て安価で
はな く ， 人工骨に関し て も費用対効果のあ る製品が社会に求められる 。 OCP/Col は試料の
密度を変更し ， 窒素冷却をする と 垂直的骨造成を達成する可能性を示し たが ， 今後は ， 長
期間の検討や ， 垂直的骨造成を促進する ための検討をする こ と も必要であ る と 考え られる 。
例えば ， 他の人工骨では構造を連通孔 と し て骨再生能が向上させている製品があ り ， 第 2
章において OCP/Col に TPTD 添加する こ と によ り 骨再生能が向上する こ と が示されている 。
これら も参考に ， 今後 ， OCP/Col に孔を形成する こ と や ， TPTD を添加する こ と によ り さ
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